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RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 


Vil. — UTILISATION D’ETUDES QUANTITATIVES 
POUR SUIVRE L’EPUISEMENT 
DUN IMMUNSERUM PAR UN MELANGE D’ANTIGENES 


‘par Anne-Manig STAUB et Pizrae GRABAR (“*). 


(Institut Pasteur.) 


Le probleme de la protection de la souris par le sérum anti- 
charbonneux semble étre éclairci, les anticorps anticapsulaires 
jouant chez cet animal le principal réle [6]. Il n’en est pas de 
méme avec le cobaye et le lapin : les anticorps anticapsulaires ne 
sont pas protecteurs, pas plus que les antipolyosides [9] ; ces 
deux groupes d’anticorps se trouvent d’ailleurs parmi les euglo- 
bulines, alors que dans le sérum de cheval que nous possédons, 
seules les pseudoglobulines protégent le cobaye et le lapin contre 
"infection charbonneuse [2]. 

Nous nous sommes proposé depuis le début de nos recherches 
sur la bactéridie charbonneuse, d’obtenir un extrait susceptible 
d’éliminer les anticorps protecteurs du sérum par précipitation 
spécifique. Malheureusement, nos nombreux essais toujours néga- 
tifs ne nous ont pas permis, jusqu’a présent, d’apporter une solu- 
tion au probléme posé. Néanmoins, certains extraits ont donné lieu 
4 quelques observations intéressantes pour |’étude générale des 


; (*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 mai 1946. 
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précipitations spécifiques. Nous avons déja signalé celles obtenues 
avec un extrait acide [4]. Nous voudrions donner ici les résultats 
fournis par deux nouveaux.extraits qui offrent des exemples parti- 
culiérement nets des difficultés que 1’on peut rencontrer lorsqu’on 
essaie d’éliminer, par précipitation spécifique, certains anticorps 
dun immunsérum. Avec lun de;nos extrails, les antigénes pré- 
sents en s’unissant a leurs anticorps homologues forment des 
composés solubles. Avec l'autre, l'étude détaillée de la, précipi- 
tation spécifique a montré qu’il existait plusieurs zones, ‘de préci- 
pitation. Dans l'un comme dans |’autre cas, seule une étude quan- 
titative de la précipitation permet de déterminer les proportions 
a’extrait et de sérum nécessaires roy l’élimination .compléte des 
anticorps homologues. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Eiztraits baclériens. — Les extraits. bactériens ont été obtenus en 
adaptant au B. anthracis (1) la méthode utilisée par Morgan et Par- * 
tridge [7]. Celle-ci consiste essentiellement dans les opérations sui- 
vantes ; extraction des bacilles secs parle phénol & 92 p. 100, préci- 
pitation des solutions. phénoliques par.l’alcool, dialyse du précipité, 
dissolution dans la soude de la fraction insoluble aprés dialyse, On 
obtient ainsi, aprés neutralisation, un extrait scindable en deux frac- 
tions distinctes, l’une ‘soluble en- milieu légérement acide (pH voisin 
de 6) et précipitable seulement par l’acide trichloracétique : nous 
Vavons appelée la fraction A. L’autre jimsoluble 4 pH 6, c’est la frac- 
tion B. 

Anticorps. — Le sérum et ses fractions utilisés dans les expériences 
sont ceux qui nous servent depuis le début de ces recherches et dont 
lobtention a été décrite dans le premier de nos mémoires [40]. 

Techniques. — Ce sont les. précipitations qualitatives, semi-quanti- 
latives et quantitatives décrites antérieurement [40] 


ey Résuvtars EXPERIMENTAUX. 


“Fraction ea by tude qualitative de la précipitation des trae. 
tions de sérum par ces extraits, ‘nous a montré, qu’ils précipi- 
taient les euglobulines et les pseudoglobulines. La_ précipitation. 
des, euglobulines .n’offre aucune particularité, nous ne nous y 
arréterons pas. Par contre, la précipitation des pseudoglobulines 
est plus intéressante : ses études semi-quantitative, puis quantita- 
five permettent d’y distinguer deux zones (tableau I et courbe fig.1). 

On’ voit tout de.suite que pour éliminer la totalité des deux 
groupes d’anticorps, il faut ajouter d’ abord 0,5 cm® puis 2 5, em 
d’extrait, L’expérience suivante illustre  céci. 


(1) La souche acapsulogéne utilisée est Ja méme que dans nos études 
segs [40}. 
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2 4 6 
cm? po 'exTRAIT 


Fig. 4. 


TABLEAU I. — Précipitation de 2 cm? de Beene og eee 
par divers volumes d’extrait. 


| 


.EXTRAIT EN CENTIME® yD 
ar arses apiece dosés dans le précipité spécifique 


236 
68 
200: 
260 
400 
Expérience. ae 
y DN posks 
dans le précipité 
(C) 4 cm® de pseudoglobulines + 1,25 cm* d’extrait . . . 4170 
{D) 1 cm® de pseudoglobulines -+ 0,25 cm® d’extrait . . . 462 H 289 
(E) Surnageant D + 1 cm* d’extrait. ..,....-.-- 97 
Fraction B. — Comme pour la fraction A |’étude quantitative 


de-Ja;précipitation des euglobulines par les extrails B ne présente 
aucune particularité, on obtient une courbe 4 plateau dont le point 
d’ équivalence (neutralisation des antigénes et des anticorps) se 
situe toujours aux environs du mélange 


vol. extrait 4 


vol. eugl. =3 
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L'étude des mélanges « pseudoglobulines + extrait B » est 
par contre infiniment plus complexe. On n’observe, en effet, que 
rarement une précipitation réelle, la plupart du temps n’appa- 
rait qu’une opacité qui atleint son maximum pour un rapport 
vol. extrait 
vol. pseudog. 
un précipité, mais les surnageants restent toujours trés troubles. 
Parfois, la centrifugation fait apparaitre seulement a la partie 
supérieure du tube une bande plus transparente. Tout ceci fait 
penser a la présence de complexes solubles « pseudoglobulines 
—extraits ». I] ne fallait pas songer dans ces conditions a étudier 
quantitativement la précipitation quasi inexistante des extraits par 
les pseudoglobulines. Par contre, nous inspirant des résultats 
acquis avec le liquide d’cedéme [3] et un autre extrait bacté- 
rien [4], nous avons recherché si les complexes solubles « pseudo- 
zlobulines — extraits » n’étaient pas précipités par les euglobulines. 
L’expérience ci-dessous montre en effet que le sérum entier (euglo- 
bulines + pseudoglobulines) précipite plus abondamment que les 
seules euglobulines avec un méme volume d’extrait. 


= 446. La centrifugation fait sédimenter quelquefois 


yY p'N poss 
dans 
les précipités 


SECU eR ca US Rae, ER Ee Re ees re ee 608 
Huglobuliness...7 pahies Puls. Sete Sea Le oem ate ee 374 
DILTON ON CO arch Mics 25 oy coker ein se ee OREN ee a oe CRG 237 


Une difficulté nait toutefois du fait suivant. Nous avons vu 
qu’un volume d’extrait 4 a 6 fois supérieur a celui des pseudo- 
globulines était nécessaire pour obtenir le maximum d’opacité 
dans les mélanges « pseudoglobulines — extrait B », c’est-d-dire 
pour saturer les anticorps contenus dans cette fraction du sérum 
et susceptibles de s’unir aux antigénes microbiens des extraits 
étudiés. Par contre, nous savons qu'il suffit d’un volume d’extrait 
moitié de celui des euglobulines pour saturer les anticorps que 
contiennent celles-ci. On voit donc, que si l’on travaille avec un 
volume a de sérum (mélange en parties égales de nos solutions 
d’euglobulines et de pseudoglobulines) deux alternatives se posent : 


ou bien Von ajoutera un volume x d’extrait tel que x = 5 dans 


ce cas les euglobulines precipiteront, mais nous risquerons de 
n’entrainer qu’une fraction des anticorps contenus dans les pseu- 
doglobulines ; ou bien x sera voisin de 4 4 6a, cette fois les pseu- 
doglobulines seront peut-étre saturées par les antigénes micro- 
biens, mais les composés solubles résultant de leur union ne 
seront pas entrainés par les. euglobulines, celles-ci ne formant 
que peu de composés insolubles dans ces conditions. 

Afin de réaliser des conditions optima pour la précipitation des 
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complexes « euglobulines + extrait + pseudoglobulines », nous 
avons donc été amenés & ajouter au sérum des euglobulines. 

Soit a Je volume de sérum utilisé, il nous faut ajouter envi- 
ron 6a d’extrait pour saturer les anticorps contenus dans 
les pseudoglobulines. Les antigénes contenus dans le volume 6 a 
nécessitent un volume d’euglobulines A peu prés double pour les 
précipiter, soit 12a. Il nous faut done ajouter environ 11 a volumes 
(euglobulines. En fait, nous avons utilisé des solutions d’euglo- 
bulines concentrées afin d’éviter de trop augmenter les volumes. 

Ces expériences ont parfaitement répondu a notre attente 
(tableau IT). 


TasLeau Il. — Précipitation de divers mélanges d’anticorps 
par un volume constant d’extrait (6 cm!). 


dN dosé 
dans le précipité 
due aux 


EXPERIENCE 
EUGLOBULINES 
en cm3 
EUGLOBULINES 
concentrées 
(1 cm$ = 5 cm8 
d’euglobulines) 
MILLIGRAMMES 
spécilique 
DIFFERENCE 
pseudoglobulines 
en mg. d’N 


Extrait n° 10. 
! 


wwwwo 
(> eS) 
Ore SO -I 


Extrait 1 


Extrait n° 


Pseudoglobulines normales. 


Pseudoglobulines  spécifiques. 
dl 


On voit, par exemple, que le précipité de l’expérience H (sérum) 
litre 3,62 mg. d’N, celui de ]’expérience G (euglobulines) titre 3,10 mg. 
dou la différence 0,52 mg. correspondant aux pseudoglobulines de 
1 cm® de sérum précipité par 6 cm* d’extrait. Alors qu’en mélan- 
geant le méme volume d’extrait 4 1 cm* de sérum sans adjonction 
d’euglobulines (expérience F), on obtient un précipité ne titrant que 
0,07 mg., soit plus de sept fois inférieur. 


On voit combien il serait vain d’espérer d’élimmer les anticorps 
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contenus dans les pseudoglobulines en ajoutant simplement l’extrait 
au sérum : d’ou l’intérét de vette technique aussi compliquée qu'elle 
puisse paraitre au premier regard. 

Les expériences V, W, X et Y montrent qu'il s ‘agit bien d’une 
précipitation spécifique des pseudoglobulines. 


On note, en effet, que le précipité obtenu avec le mélange « euglo- 
bulines + pseudoglobulines normales » (Y) ne différe pas de celui 
obtenu avec les euglobulines seules (W) aux erreurs d’expérience pres ; 
tandis que les résultats obtenus soit avec le sérum (X) soit avec le 
mélange “« euglobulines + pseudoglobulines spécifiques » (V), égaux 
entre eux, sont trés supérieurs aux précédents. La différence atteint 
d’ailleurs dans cette expérience la valeur maxima que nous ayons 
observée. 


* CONCLUSION. 


Des auteurs de plus en plus nombreux utilisent la méthode 
quantitative de Heidelberger (ici employée) pour suivre |’élimi+ 
nation, par un antigéne déterminé, des anticorps homologues 
contenus dans un sérum antitoxique ou antimicrobien. Cela leut 
permet d’identifier ou non les anticorps précipités aux anticorps 
protecteurs suivant les résultats des essais in vivo effectués concur- 
remment (antitoxine scarlatineuse [5], sérums antistreptococ- 
ciques [8], anti-influenze [4], etc.). 

Dans la présente étude sur le sérum anticharbonneux, les 
résultats in vivo, non rapportés ici, ont montré que les anticorps 
précipités par les extrails phénoliques utilisés dans ce travail ne 
jouent aucun réle dans la protection du cobaye, et par consé& 
‘quent que ces extraits ne contiennent pas |’antigéne vaccinant 
de la bactéridie charbonneuse. C’est la conclusion a laquelle seule 
une étude quantitative nous a permis d’aboutir étant donné la par- 
ticuliére complexité des faits observés. 
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MISE AU. POINT D'UNE NOUVELLE METHODE DE TITRAGE:, 
MECANISME DE {SON ACTION /W V/VO: 
NOUVELLES CBSERYATIONS SUR L'INHIBITION OE LA DiaPeDesE 


par A. DELAUNAY, J. PAGES et M. MAURIN (he 


Nous avons préparé notre sérum antileucocytaire de la fagon 
suivante qui est aussi une facon classique (1). On provogue un 
exsudat inflammatoire dans le péritoine de cobayes normaux par 
injection de bouillon stérile. On préléve cet exsudat alors qu'il 
renferme environ, pour 100 leucocytes, 80 polynucléaires et 
20 ‘éléments’ mononucléés. Aux globules blancs se trouvent cons-. 
tamment -mélées, en proportions variables, quelques hématies. 
L’exsudat: est centrifugé et le culot’ repris rapidement par de ean 
distillée. Cette opération entraine la lyse immédiate des globules 
rouges, mais n’altére pas de facon appréciable — étant donnée sa 
rapidité — l'état des globules blancs. On se débarrasse de l’eau 
distillée par une nouvelle centrifugation et les leucocytes sont 
lavés deux fois encore par du Ringer. Le dernier culot repris par 
du Ringer’ est injecté dans la veine de lapins ‘neufs. Cette opération 
est répétée 10 fois en cing semaines. Aprés une semaine de repos, 
les lapins’ sont saignés a blanc et leurs sérums, mélangés, mis 
stérilement en ampoules. Les ampoules sont déposées dans une 
glaciére 4 + 8°. Deux mois plus tard, les sérums ne renferment 
plus de PO SEEING are le test hémolytique mis en ceuvre. 


I. — TITRAGE DU SERUM ANTILEUCOCYTAIRE OBTENU. 


En principe, ce sérum de lapin oe a ele de cobaye ren- 
ferme 3 types d’anticorps. 

a) Des anticorps antiglobules rouges de cobaye. — Au cours 
des lavages des cellules inflammatoires, en effet, le stroma des 
hématies était demeuré avec les leucocytes. Ces anticorps sont 
faciles a titrer par la méthode hémolytique habituelle. Notre sérum 
était pauvre en anticorps antiglobules rouges de cobaye. 

b) Des anticorps type Forssmann. — Spat (2) a en effet démon- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 mars 1946. 

(1) Voir, par exemple, W. B. Chew, D. J. Stephens et J. S. Lawrence. 
J. Immunol, 1986, 30, 301. 

(2) Zeitschr. f. Tmmaunitits}., 1914, 24, 565. 
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tré que les leucocytes du cobaye renferment, comme les organes 
de cet animal, et en particulier le rein et la capsule surrénale, 
l’antigéne hétérogénétique de Forssmann. On peut aisément titrer 
ces anticorps par la méthode hémolytique (lyse des globules rouges 
de mouton qui, eux aussi, contiennent |’antigéne de Forssmann). 
Notre sérum était riche en anticorps de Forssmann. 

c) Des anticorps spécifiques pour les globules blanes du 
cobaye. — Ces derniers sont d’un titrage beaucoup plus délical. 
Cellule vivante, le globule blanc ne se lyse pas avec la méme 
facilité qu’un globule rouge. I] peut subir des aliérations morpho- 
logiques, mais celles-ci sont toujours difficiles a interpréter. 
Examinée a état frais, et davantage encore aprés sa fixation, sur 
un frottis coloré, telle cellule normale fera penser arbitrairement 
a une cellule malade, telle cellule malade pourra paraitre intacte. 
Tout titrage qui se base uniquement sur ces altérations morpho- 
logiques risque donc d’étre entaché d’erreur. Aussi, avons-nous 
jugé nécessaire de recourir 4 une autre méthode. Celle dont nous 
nous sommes servis décéle la vitalité du globule blane d’aprés Ja 
facon dont se manifeste une des propriétés physiologiques essen- 
tielles de cette cellule : le pouvoir qu’elle posséde, 4 |’état normal, 
de se déplacer vers un corps qui attire. Voici comment, prati- 
quement, nous avons opéré. 

Des polynucléaircs provenant du péritoine enflammé de cobayes 
sont lavés deux fois avec la solution de Ringer puis repris par 
cette solution renfermant, en mélange, des quantités variables de 
notre sérum antileucocytaire et du sérum frais de cobaye, riche en 
complément (3) (par exemple sous un volume total de 2 cm‘, 
0,5 cm’, 0,2 cm*, ou 0,1 cm’, ou 0,05 cm, etc., de sérum anti, et, 
dans tous les cas, 0,5 cm* de sérum frais de cobaye). Les mélanges 
sont faits dans des tubes a hémolyse. Une goutte des diverses 
préparations est ensuite déposée sur des lames a la surface des- 
quelles ont été fixés au préalable des grains d’amidon de pomme 
de terre. Chaque goutte est recouverte d’une Jamelle. Celle-ci est 
lutée pour éviter Ja dessiccation, et les lames ainsi montées sont 
déposées, en méme temps que les tubes contenant les suspensions 
leucocytaires pendant une heure, dans une étuve 4 87°. L’heure 
etant écoulée, on retire de ]’étuve les tubes et les James et on les 
examine. 

a) Examen des tubes. — Il est déja, a lui seul, instructif. 

Dans les tubes renfermant 0,5 cm*, 0,2 cm® et 0,1 cm® de sérum 
antileucocytaire, on voit une agglutination remarquablement 
nette (4) ; les leucocytes se sont déposés au fond des tubes pour y 


(3) Nous avons montré précédemment (Société Francaise de Micro- 
biologie. Séance du mois de mai 1945) qu’un tactisme leucocytaire ne 
peut se produire qu’en présence de complément. 

(4) Il est & peine besoin de préciser qu’en présence de sérum de 
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former un petit culot, non adhérent au verre. Par agitation des 
tubes, les culots se remettent en suspension, mais de fagon impar- 
faite. De gros flocons, non dissociables, subsistent. A ]’examen 
entre lame et lamelle, ces flocons apparaissent constitués par des 
leucocytes agglutinés. Une dilution au 1/20 de notre sérum anti- 
leucocytaire suffit done pour exercer une action antileucocytaire, 
en Vespéce une agglutination. En revanche, des dilutions supé- 
rieures se sont montrées sans effet. En présence de ces dilutions, 
les globules blancs ne se sont pas agglutinés ; ils ont tapissé sur 
une assez large surface le fond des tubes en collant aus: parois. Il 
était relativement difficile de les remettre en suspension par simple 
agitation. 

Cet examen des tubes donne a lui seul un premier renseigne- 
ment sur la valeur d'un sérum antileucocytaire en faisant connaitre 
le pouvoir agglutinant d’un tel sérum. Cependant, il est insuffisant 
car 1] n’indique pas, comme peut le faire l’examen des lames, ]’état 
de souffrance des cellules. 

b) Examen des lames. — Des leucocytes normaux, déposés sur 
des James préparées comme on |’a dit plus haut et se trouvant 
dans un milieu convenable (par exemple dilution en Ringer de 
sérum de lapin normal au 1/4), se dirigent rapidement vers les 
grains d’amidon ; en moins d’une heure presque tous Jes grains 
sont sertis par plusieurs cellules. Dans le cas qui nous intéresse 
ici, nous avons retrouvé ce phénoméne typigue sur toutes les | 
lames ot avaient été déposés des leucocytes dans une dilution de 
notre sérum antileucocytaire supérieure au 1/20. Morphologique- 
ment, les polynucléaires semblaient en bon état, mais la meilleure 
preuve de leur vitalité résidait manifestement dans le fait qu’ils 
s’étaient dirigés vers les grains d’amidon. Sur les autres lames 
qui supportaient des globules blancs en présence de dilutions 
d’antisérum inférieures au 1/20, le tactisme a fait au contraire 
défaut. Il n’y avait pas de collerette cellulaire autour de l’amidon. 
Les leucocytes étaient répartis sans ordre sur la lame. Certains 
étaient agglutinés. Certains présentaient aussi des altérations mor- 
phologiques : par exemple, dans la cellule, Je noyau, polylobé, se 
détachait nettement, ce qui est — selon nous — un signe certain 
de mort. D’autres éléments paraissaient normaux. Cependant, ils 
ne s’étaient pas déplacés. On pouvait donc admettre que leur vita- 
lité était diminuée. 

De ces divers examens, nous avons conclu que notre sérum 
antileucocytaire avait effectivement le pouvoir, a doses fortes, de 
détruire les leucocytes, mais que son action nocive ne s’étendait 


lapin normal, cette agglutination fait défaut. De méme, en ce qui 
concerne l’examen des lames, le tactisme se déroule toujours conve- 
nablement lorsqu’on opére avec des leucocytes se trouvant placés dans 
des concentrations méme trés fortes de sérum de lapin normal. 
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pas au dela d’une dilution égale au 1/20. On pourrait s’étonner de 
cette activité médiocre. Il ne. faut pas oublier cependant, comme 
nous le disions au début de cette communication, qu’il est impos- 
sible de comparer les globules blancs a des ‘globules Trouges. 
Ceux-ci, petits sacs inertes, se laissent. détruire facilement ;. pour 
cette raison, les sérums hémolytiques sont souvent de valeur élevée. 
Les globules blancs au contraire, cellules vivantes, complexes, 
opposent toujours aux phénoménes de lyse, une résistance mar- 
quée. Nous le constatons encore en ce moment, alors qu’avéc notre 
collégue. Pillet, nous étudions l’aetion de la leucocidine staphyleg 
coccique. sur les leucocytes. 

C’est aussi en fonction de cette résistance évidente aux -pro- 
cessus de désagrégation que le test que nous venons de deéerire 
nous parait beaucoup plus sensible que tous ceux qui font état de 
modifications morphologiques plus ou moins. discutables. Lui seul 
peut vraiment renseigner sur |’état véritable des cellules, sur leur 
état de vie ou de mort, car de toute évidence, des cellules nor- 
malement mobiles qui ne se déplacent plus, malgré les conditions 
favorables du milieu (présence de complément dans ce milieu), 
doivent étre considérées a bon droit comme malades. Notre test 
est aussi trés simple 4 mettre en ceuvre. Nous croyons qu’il peut 
rendre service & tous ceux qui se livrent a des examens physio- 
logiques sur les leucocytes, et qui veulent étudier l’action sur ces 
cellules. de tel ou tel produit (toxine, substance antibiotique, etc.). 


Il. — Mécanisme D’ACTION « IN VIVO )) DU SERUM ANTILEUCOCYTAIRE 
EN CAUSE. 


Injecté dans le péritoine de cobayes normaux, a la dose: de 
i cm*.ou de 1,5 cm’, notre sérum de lapin antileucocytes de 
cobaye (5) a placé les animaux dans un état de torpeur et d’abat- 
tement assez prononcé. Au cours des heures qui ont suivi Vinjec- 
tion, Ja pression de l’abdomen était douloureuse. On pouvait 
noter aussi une leucopénie nette. 

Introduites par voie intraveineuse, des doses fortes (1,5 cm’, 
2 cm*) du méme sérum antileucocytaire ont tué rapidement les 
cobayes. (A l’autopsie on trouvait des hémorragies diffuses surtout 
intestinales). Des doses moyennes (1/2 cm’, 1 cm*) ont épargné 
la vie des animaux mais ont provoqué une intoxication profonde : 
abattement, prostration avec poils hérissés, leucopénie souvent 
tres marquée. Si, au moment méme de V injection intraveineuse 
d’antisérum, on avait introduit dans la peau ou dans le péritoine 
des cobayes, des staphylocoques, la réaction inflammatoire locale 
qui prenait place se caractérisait — pendant toute la phase aigué 


(5) Une dose identique de sérum de lapin normal ne provoque bien 
entendu aucun trouble apparent chez le cobaye. 
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de V’intoxication — par une absence totale ou presque totale de 
polynucléaires, Nous retrouvions en somme, point par point, toutes 
les manifestations classiques qui succédent a l’injection chez l’ani- 
mal d’un sérum antileucocytaire (6). Cs 
Une question se posait alors. Comment agissait notre sérum anti- 
leucocytaire ? Fallait-il imputer ]’état d’intoxication que nous avions 
sous les yeux 4 une simple lyse des globules blancs, semblable a 
celle qu’on. peut observer in vitro et qui résulte de la destruction 
des cellules sous l’effet combiné des anticorps antileucocytaires 
et du complément? Nous ne l’avons pas pensé pour plusieurs 
raisons. Nous rappelons tout d’abord que le sérum antileucocy- 
taire en cause était peu puissant. Dilué au 1/25, il ne tuait plus, 
in vitro, les globules blancs..Or 1 cm? de ce sérum introduit dans 
le péritoine d’un cobaye de 350 g. suffisait pour provoquer une 
intoxication. Il se trouvait pourtant dilué dans les humeurs a un 
degré, tel qu’il aurait dQ perdre toute activité. | 

_ Mais une expérience trés simple suffisait A montrer que ]’intoxi- 
cation produite avait une tout,autre cause que la destruction. des 
globules blancs. 


_ Nous avons provoqgué une réaction inflammatoire dans le péritoine 
de cobayes. Lorsque l’exsudat formé fut riche en polynucléaires, nous 
y avons injecté 1,5 cm* de sérum antileucocytaire. Puis aprés un temps 
de ‘contact variable (une heure ou deux heures) nous avons ponctionné 
la cavité péritonéale et examiné les leucocytes de l’exsudat. Ceux-ci 
étaient agglutinés, mais morphologiquement ils semblaient intacts, 
et avec les méthodes appropriées il nous a été facile de démontrer que 
dans le milieu méme ow ils reposaient ces leucocytes étaient parfaite- 
ment capables de se mouvoir (tactisme vers les grains d’amidon) et de 
phagocyter. Le contact, au sein de l’organisme, avec le sérum anti- 
leucocytaire n’avait donc pas altéré les cellules. A vrai dire, le fait n’a 
rien d’étonnant lorsqu’on se rappelle la faible action spécifique in vivo 
que présentent en général tous les sérums cytotoxiques. : 


‘La cause véritable de l’intoxication produite ne pouvant étre 
trouvée: dans une lyse massive des cellules du sang, un. autre 
mécanisme devait étre cherché. Nous nous sommes demandé si 
cette intoxication n’était pas le résultat de phénoménes anaphy- 
lactoides déterminés par ]a mise en contact in vivo des anticorps 
apportés par l’antisérum avec les anligénes correspondants. Notre 
sérum antileucocytaire renfermant, comme nous avons dit, 
3 types d’anticorps, il fallait rechercher lequel de ces anticorps 
était A incriminer. 

a) Nous avons facilement éliminé les anticorps antiglobules 
rouges de cobaye. En effet si l’on injecte dans la veine de cobaye 
le sérum antileucocytaire débarrassé par adsorption de ses antl- 


(6) Arch. of Path., 1939, 28, 31. 
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corps antiglobules rouges de cobaye, ce s¢rum provoque un ¢lat 
d’intoxication en tous points semblable a celui que nous avons 
décrit. . : 

b) Nous avons ensuite envisagé le cas des anticorps de Fors- 
smann. Pour connaitre leur toxicité propre pour le cobaye, nous 
avons injecté dans la veine de cet animal des doses variables d’un 
sérum de lapin antiglobules rouges de mouton, c’est-a-dire d’un 
sérum porteur d’anticorps de Forssmann, mais ne renfermant pas 
d’anticorps spécifiques pour les globules blancs de cobaye. Nous 
avons produit dans ces conditions une intoxication rappelant de 
tres pres celle qui résultait de |’action du sérum antileucocytaire : 
prostration, leucopénie, absence de polynucléaires dans Jes 
foyers inflammatoires évoluant.chez les animaux intoxiqués. Cepen- 
dant, 4 doses comparables, le sérum de lapin antiglobules rouges 
de mouton s’est montré moins toxique que notre sérum antilev- 
cocytaire. Il renfermait cependant une plus grande quantité d’anti- 
corps de Forssmann. Nous pouvions done admettre que notre 
sérum antileucocytaire devait sa toxiciié — mais en partie seu- 
lement — aux anticorps hétérologues qu'il renfermait. 

c) Pour déterminer enfin le pouvoir toxique des derniers anti- 
corps qui nous restent 4 considérer : les anticorps spécifiques 
pour les gobules blancs du cobaye, nous avons privé par adsorp- 
tion spécifique un échantillon de notre sérum antileucocytaire a la 
fois de ses anticorps . ntiglobules rouges de cobaye et de ses anti- 
corps de Iorssmann. Ce sérum, ainsi traité, s est encore montré 
nettement toxique pour le cobaye. 

De toutes ces expériences nous avons conclu : 

1° Qwun sérum antileucocytes de cobaye peut se montrer 
toxique pour le cobaye. 

2° Que l’intoxication qu’il provoque ne reléve pas de Ja simple 
destruction des globules blanes — en réalité, la vitalité de ceux-ci 
ne parait pas souffrir de la présence in vivo de l’antisérum —- 
mais qu’elle est due a des perturbations d’ordre anaphylac- 
toide, qui résultent d’une interaction entre les anticorps apportés 
par le sérum antileucocytaire et les antigénes correspondants, ces 
antigénes étant représentés par ]’antigéne de Forssmann, les anti- 
génes propres aux leucocytes et probablement aussi des antigénes 
communs aux leucocytes et aux autres cellules de l’organisme 
du cobaye. 

Sur le mécanisme méme de ces perturbations, nous sommes 
encore bien mal renseignés et nous n’en dirons rien ici. Nous 
insisterons simplement, pour clore ce travail, sur une des consé- 
quences de ces perturbations, qui se traduit par l’absence des Jeu- 
cocytes dans les foyers inflammatoires. Les auteurs amérieains 
W. B. Chew, D. J. Stephens et John S. Lawrence (1), qui ont 
observé ce fait les premiers, admettent que cette absence des len- 


od ye a hear 


SERUM ANTILEUCOCYTAIRE 13 


cacytes est secondaire a une destruction marquée de ces cellules. 
Nous ne sommes pas de leur avis. En fait, nous avons montré 
qu’in vivo, un sérum antileucocytaire respecte la vie du globule 
blanc et la libre mise en jeu de ses diverses propriétés physiolo- 
giques. Nous pensons pour notre part, qu’une telle absence cellu- 
laire dans les tissus enflammés est secondaire a une inhibition de 
la diapédése. 

Nous rappelons ce qu’est ce phénoméne que nous avons décou- 
vert pour la premiére fois chez les cobayes intoxiqués par une 
endotoxine bactérienne (7). Chez ces animaux, les leucocytes, bien 
que parfaitement normaux, n’arrivent plus a franchir les barriéres 
endothéliales pour se rendre au sein du tissu conjonctif, vers les 
substances qui les attirent. Les conséquences d’un tel phénoméne 
sont graves car elles mettent l’organisme dans un état de moindre 
résistance vis-a-vis des contaminations bactériennes (8). Jusqu’a 
présent, nous n’avions retrouvé une telle inhibition de la diapé- 
dése que lors d’intoxication par une endotoxine. Avec les faits 
que nous exposons aujourd’hui, nous apportons la preuve que 
cette inhibition peut faire aussi partie du tableau d’un autre type 
d’intoxication : celle qui résulte de réactions anaphylactoides. 

Cette constatation, croyons-nous, n’est pas simplement inté- 
ressante par sa nouveauté; elle présente aussi l’avantage de 
nous guider dans la recherche du mécanisme méme de cette inhi- 
bition de la diapédése. On savait déjé qu’au cours des phéno- 
ménes anaphylactiques le systéme capillaire, dans son ensemble, 
est l’objet d’importantes modifications. On a signalé depuis 
longtemps la leucopénie, la rétention des leucocytes dans les. 
capillaires du poumon, etc. Nous croyons que l’inhibition de la 
diapédése reléve de la méme cause que ces diverses anomalies, 
et l’orientation actuelle de nos recherches nous fait penser de 
plus en plus que cette cause profonde est d’ordre neuro-hormonal. 


(7) Ces Annales, 1945, 741, 431. 
(8) Ces Annales, 1945, 74, 168. 
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CULTURES DE TISSUS APPLIQUEES ' 
A LA SOLUTION DE PROBLEMES IMMUNOLOGIQUES: 


ili. — NOUVELLES RECHERCHES. 
SUR LE TACTISME,;DES MACROPHAGES JW {V/TRO 


'tpar E. LASFARGUES et A. DELAUNAY; | 


INTRODUCTION. 


Dans leur majorité, les cellules mobiles sont capables de’ mani- 
fester une sensibilité chimiotactique. Les Amibes, certaines Algues, 
des Myxomycétes: (1), etc., des’ Bactéries. méme, peuvent, dans 
certaines conditions, orienter leurs déplacements sous |’influence: 
de facteurs chimiques: Tout récemment, on a pu’ mettre’'en 
évidence le tactisme des spermatozeides a. |’égard de substances 
spécifiques ; par exemple; Kuhn a montré’ que lovule d’oursin 
élabore la gynogamone I (échmochrome) encore capable, & d’ex- 
traordinaires dilutions, d’accélérer les’ mouvements des sperma- 
tozoides (action aclivante) et de: les attirer (chimiotactisme).. - 

On pouvait done penser que les grands phagocytes mobiles de 
Vorganisme — polynucléaires, macrophages.— étaient, eux ‘aussi, 
susceplibles de se déplacer dans un sens bien défini. De fait, ‘de 
irés nombreuses expériences ont permis de:démontrer | attraction 
dés polynucléaires par des microbes, les produits qui en dérivent 
et des substances fort vari¢es. A ce sujet nous ‘citerons les impor- 
tants travaux de Buchner, Massart et Bordet, Sicherer, Zilberberg 
et Zeliony, etc., qui l’observérent sur l’animal vivant. Plus prés 
de nous, R. Meier, Mc Cutcheon et son école, Grand et Chambers, 
utilisant la technique des cultures de tissus, réussirent mieux 
encore 4 la mettre en évidence. 

En ce qui concerne les macrophages, au contraire, toutes les 
recherches qui jusqu’a présent avaient été tentées pour démontrer 
leur tactisme avaient échoué. Récemment encore, en 1940, Dale 
Rex Coman (2), ayant placé des staphylocoques et des bacilles 
tuberculeux prés de fragments de rate cultivés in vitro ne notait 
aucune migration des cellules mononucléées vers ces germes. 
En 1942, le grand spécialiste américain des recherches sur le 


(1) Voir & propos des myxomycétes l’article récent de D. R, Coman, 
Arch. Path., 1940, 29, 220. 
(2) Arch, Path., 1940, 30, 896. 
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tactisme leucocytaire en’ culture de tissus, Morton Mc Gutcheon, 
pouvait écrire dans une Revue générale (3) que, parmi les glo- 
bules ‘blancs des mammiféres,' seuls, Jes polynucléaires jowissaient 
dune’ nette sensibilité chimiotactique. Nous avons donc été trés 
intéressés le jour oi nous avons obser'vé un tactisme indiscutable 
des macrophages dans l’une de nos‘ cultures de tissus. Voici dans 
quétles. conditions. tae Ks 2 


OBSERVATION FONDAMENTALE (4). 


a) TecuniguE. — Nous avons souvent besoin pour nos recher- 
ches, au laboratoire, de cultures de. macrophages. Celles-ci sont 
obtenues de la fagon suivante : de petits fragments de la zone 
marginale de la rate d’un cobaye adulte sont ensemencés dans un 
milieu comprenant II gouttes de plasma hépariné de cobaye 
et IT gouttes d’un suc nutritif (jus embryonnaire ou jus de rate). 
En repiquant ces préparations, on obtient réguliérement de belles 
cultures de cellules qui, en se développant autour de |’explant, 
lui donnent un aspect chevelu ; ce sont des fibroblastes. En bor- 
dure de la zone fibroblastique, on rencontre de nombreuses 
cellules libres, les unes étoilées, munies de prolongements cyto- 
plasmiques parfois ramifiés (histiocytes), les autres arrondies, 
entourées le plus souvent d’une large membrane ondulante et 
renfermant de nombreuses vacuoles (macrophages). Histiocytes 
et macrophages sont des cellules trés voisines ; on peut méme a 
Vheure actuelle dire qu’elles représentent seulement deux états 
particuliers d’un seul type de cellules. La rate de cobaye adulte, 
ensemencée comme nous l’avons dit plus haut, représente un 
matériel trés commode pour étudier les macrophages. 


b) Tacrisme. — Nous avons constaté, un jour, que l'une de ces 
culturés, accidentellement contaminée, continuait de bien pousser 
malgré la présence A sa périphérie d’une colonie microbienne en 
voie de prolifération. Les jours suivants, le phénoméne devint 
encore. plus curieux lorsque nous vimes l’ensemble des. macro- 
phages se diriger électivement vers cette colonic. Quelques cellules 
lalteignirent méme et commencérent,de la phagocyter. Le fait 
devant lequel nous nous trouvions était trés net : le microbe infec- 
tant avait attiré les macrophages (fig. 1). Il nous parut assez inté- 
resgant pour que nous poursuivions son ¢lude. 

¢) Erupe pu microse irecranr. — Nous avons isolé tout:d’abord 
le microbe en cause. 

(8) Arch. Path., 1942, 34, 167. 


(4) Voir notre communication préliminaire faite a la Société de Biv- 
logié le 8 décembre 1945. 
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Il s'agissait d’un petit coccus, non mobile, Gram positif, en 
grappes, (aspect de staphylocoque), donnant sur gélose des cultures 
abondantes, non pigmentées, muqueuses. Ce coccus liquéfie la 
gélatine et fait fermenter le glucose, le saccharose et légerement le 
lactose. Il est absolument non pathogéne pour la souris et le cobaye. 
L’injection sous-cutanée ou intrapéritonéale chez la souris, de 
1 a 2 cm® d’une suspension fortement concentrée de microbes 


Fic. 4 (M. Jeantet). — Tactisme trés net des macrophages quittant 
la colonie cellulaire et se dirigeant vers la colonie microbienne (a droite). 


vivants et chez le cobaye de 2 4 5 cm* de Ja méme suspension, n’a 
provoqué, en dehors de la réaction locale, aucun trouble physiopa- 
thologique grave. Ce microbe enfin, que nous appelons commodé- 
ment souche L. D., ne produit pas de toxine nécrosante. 


d) INFECTION EXPERIMENTALE. — Avec ce germe vivanl nous avons 
préparé, en Ringer, une suspension renfermant environ un mil- 
liard d’éléments par centimétre cube. Une goutte de cette suspension 
fut ajoutée a des cultures de rate fraichement prélevée, laissant 
émigrer de nombreux polynucléaires, et a des cultures ayant déja 
subi quelques passages, donc riches en macrophages. 

Dans tous les cas, malgré cette contamination massive, les cel- 
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lules ont continué de vivre, et le milieu n’a pas subi de processus 
lytique appréciable. Dans le premier cas, nous avons observé une 
phagocytose énergique, par les polynucléaires, de tous les germes 
Se trouvant 4 leur portée, ce qui déterminait autour du fragment 
splénique un halo clair, amicrobien, caractéristique. Par ailleurs, 
dans les cultures de macrophages artificiellement contaminées, 


Fie. 2 (M. Jeantet). — Attraction des macrophages par une colonie 
microbienne (infection expérimentale d’une culture.) 


nous avons assisté trés souvent au tactisme de ces cellules vers les 
colonies microbiennes les plus voisines (fig. 2). 


OBSERVATIONS PORTANT SUR D'AUTRES GERMES. 


a) Nous avons essayé de reproduire des résultats du méme ordre 
avec d’autres germes non pathogénes (Gram+ et Gram —) égale- 
ment prélevés dans l’air de notre laboratoire, mais dans presque 
tous les cas, nous ne pimes découvrir qu’un tactisme cellulaire 
trés médiocre vers les colonies. Trés souvent d’ailleurs, les germes, 
fibrinolyliques, rendaient toute observation impossible. 

b) Nous avons également contaminé des cultures de macrophages 
avec des staphylocoques pathogénes. Dans ces cas, les cellules 
dégénérérent rapidement. Les macrophages présentérent de nom- 
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breuses enclaves graisseuses et moururent sans manifester le 
moindre tactisme. 

Notre souche L. D. présente donc un comportement particulier. 
Nous attribuons les résultats positifs qu’elle nous a permis d’obte- 
nir a deux causes : a) cette souche n’est pas du tout fibrinolytique, 
b) elle ne libére dans le milieu de culture aucun produit toxique 
susceptible d’altérer la vitalité cellulaire. 

Poursuivant nos recherches, nous avons essayé de déterminer 
les constituants des microbes L. D. responsables de |’attraction des 
macrophages. 


IDENTIFICATION DE PRODUITS MICROBIENS PROVOQUANT LE TACTISME 
DES MACROPHAGES. 


a) OBTENTION DE CES PRODUITS. — En principe, les substances 
libérées par le microbe L. D. dans le milieu ambiant et provoquant 
le tactisme des macrophages pouvaient relever d’une double ori- 
gine. Ou bien elles étaient élaborées par des germes vivants a la 
fagon des exotoxines, ou bien ces substances correspondaient a de 
véritables constituants des corps microbiens mis en solution au 
cours de l’autolyse spontanée de certains germes. Pour recueillir 
les unes et les autres, nous avons opéré de Ja facon suivante : 


1° Centrifugats. Des tubes de bouillon furent ensemencés avec la 
souche L. D. et conservés 4 37°. Aprés un intervalle de temps variable, 
allant de un & quinze jours, les tubes étaient retirés de 1’étuve et leur 
contenu centrifugé (12.000 tours). Les liquides surnageants étaient 
ensuite maintenus a la glaciére jusqu’au moment de 1l’expérience. 

2° Autolysats. Les autolysats furent préparés selon la méthode clas- 
sigue. L’autolyse se poursuivait pendant quarante-huit heures a 37° 
en présence de toluene. Nous avons pu extraire de ce liquide des pro- 
téines par précipitation acétique et isoler l’ensemble des substances 
a petites molécules, par ultrafiltration. Nous n’avons pas réussi & 
isoler des polysaccharides. 


b) TrcHNIQUE D’EXAMEN EN CULTURES DE TIssus. — Pour étudier le 
pouvoir chimiotactique des constituants microbiens en solution, nous 
avons eu recours 4 la technique suivante : de petits morceaux 


de platre ou des fragments de papier chardin, de 1 mm? environ, 
étaient stérilisés A l’autoclave, puis imbibés par l'une ou I’autre 
des solutions préparées. D’autres morceaux de pladtre ou d’autres 
fragments de papier chardin, imbibés de Ringer, servaient de 
témoin. Finalement ils étaient tous introduits dans nos cultures 
de macrophages avant la coagulation du plasma, 4 proximité (1 mm.) 
du tissu ensemencé. 


c) Résutratrs. — 1° Centrifugats. — Nous n’avons observé avec 
eux aucun tactisme des macrophages. 
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2° Autolysats. — En revanche, nous avons souvent constaté 
une nette migration de ces cellules vers le papier Chardin impré- 
gné du liquide provenant d’un autolysat (5). Cette migration se fait 
trés lentement ; elle s’amorce a peine au bout de vingt-quatre 
heures, devient sensible aprés quarante-huit heures, mais n’est 
pleinement développée que trois jours aprés la mise en culture. Il 


n’est guére possible avec notre méthode de prolonger les observa- 


Fic. 3 (M. Jeantet). — Les macrophages de la culture sont attirés 
par le fragment de platre qui a été imbibé avec un liquide d’autolysat microbien. 


x 


tions, car 4 partir du 4° jour les cultures montrent des symptémes 
de souffrance de plus en plus marqués. Les cellules, qui par- 
viennent au contact du papier Chardin, s’y accolent. 

3° Protéines. — Les macrophages se dirigent également vers 
les fragments imbibés de protéines microbiennes. Cependant, le 
tactisme apparait dans ce cas moins intense et plus irrégulier qu’en 
présence du liquide d’autolysat brut. 


(5) Selon toute vraisemblance, ce liquide diffuse peu a peu dans le 
milieu ambiant. 
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4° Petites molécules. — Les substances 4 petites molécules 
furent obtenues par le, procédé suivant : une bougie L, coiffée par 
un sac de. collodion était plongée dans un autolysat débarrassé des 
corps microbiens. On faisait le vide dans la bougie, et au bout de 
quelques heures on recueillait dans celle-ci un liquide clair renfer- 
mant les produits cherchés (ultrafiltrats). 

Les fragments de papier Chardin imprégnés de ce liquide n’ont 
pratiquement pas attiré les macrophages. 

5° Polysaccharides. — Nous ne sommes pas parvenus a extraire 
de polysaccharides de la souche L. D. ot ils n’existaient qu’a 
l’état de traces. Nous avons pu néanmoins préparer une solution 
riche en polysaccharides a partir d’une autre souche microbienne : 
le bacille typhique. Des fragments de papier Chardin, imbibés de 
cette solution, ont attiré nettement les macrophages de nos cul- 
tures. 


IrUDE DU TACTISME DES MACROPHAGES VERS DES PRODUITS 
NON MICROBIENS. 


Afin de préciser, davantage encore, nos connaissances sur tous ces 
phénoménes de tactisme, neous avons recherché l’action de _ sub- 
stances diverses, d’origine non microbienne, susceptibles de les déter- 
miner. 

Technique. — Des solutions trés concentrées (6 mg. par centimétre 
cube) ont été préparées avec les produits suivants : 

Sucres : glucose, xylose, glucosamine, arabinose. 

Acides aminés : glycocolle, leucine, tryptophane, histidine, arginine. 

Polysaccharides : amidon soluble, glycogéne, gomme arabique. 

Peptones : peptone de Witte et peptone Vaillant. 

Acides thymo et ribonucléiques. 

Bases puriques : adénine. 

Selon notre technique habituelle, des fragments de papier Chardin 
furent imprégnés avec ces diverses solutions et placés 4 proximité de 
cultures de rate de cobaye au départ (polynucléaires) et de cultures 
de macrophages. Nous avons pu comparer ainsi l’importance du_ tac- 
tisme des polynucléaires et de celui des macrophages vis-a-vis des 
mémes substances. Nos résultats sont exposés dans le tableau ci-aprés. 

Les résultats exposés dans ce tableau nous paraissent instructifs. 
Dans presque tous les cas le tactisme des polynucléaires a été trés 
net. Nous avons retrouvé pour beaucoup de corps les faits déja 
observés dans les mémes conditions par Chambers et Grand (6). 
Dans certains cas, nous avons pu noter aussi un tactisme des 
macrophages, et notamment vers des substances qui attirent parti- 
culiérement bien les polynucléaires. Cependant ce tactisme n’a 
jamais été trés marqué; souvent méme il a fait défaut, par 
exemple, pour les acides nucléiques. 


(6) J. Cellular a Comp. Physiol., 1936, 8, 1. 
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TACTISME DES 
SUBSTANCES ETUDIEES 


Polynucléaires ' Macrophages 

Sucres : 

GHUCOSE 8. on rect et 0 

AVIOSCAM Es) JE ea), 0 = 

GlUCOSaMIN® | es ten Sere us ei - ++ qr 

ATA DINOS. oe SRLS ey Ake aly s ++ + 
Acides aminés : 

GIN COCOUG ee, = i pa lo ore + Tactisme douteux. 

Weuciner cor 6 ee eae aa Tactisme douteux. 
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IAT SUING wel ce eso ae oe Saye ete + 
Polysaccharides : 

Amidon soluble. ...... ++ AF 

Giycogener in) We = Tk tes ++ ee 

Gomme arabique ...... 0 0 
Peptones : 

\WOL TES Sith Sa ne een nae aes ++ a= 

Warllan treet ices ether io see as 
Acides nucléiques 

NDR ROM Aba oe eee se caine ++ 0 

RIDE, Goce Gost ey eee ets ++ 0 
Base purique : 

INGSTULTIO Mal Mew aontiey rerio ncePish car + 0 

CONCLUSIONS. 


En nous basant sur les nombreuses observations que nous venons 
de rapporter, nous formulerons les conclusions suivantes : 

1° On peut admettre comme un fait certain que les macrophages, 
& l’exemple de toutes les cellules mobiles, sont capables de se 
déplacer vers des corps qui les attirent. 

2° I] est vrai cependant qu’il n’y a aucune comparaison possible 
entre la sensibilité chimiotactique des polynucléaires et celle des 
macrophages. La premiére est infiniment plus prononcée que la 
seconde. On comprend ainsi que beaucoup d’auteurs aient échoué 
en cherchant a mettre celle-ci en évidence. Si le hasard ne nous 
avait pas servis, en nous montrant avec la souche L. D., l’existence 
d’un tactisme indiscutable des macrophages, nous n’aurions pas 
par la suite cherché systématiquement a retrouver ce tactisme dans 
différentes conditions. La lénteur du déplacement des macrophages 
vers les produits chimiotactiques rend en effet le plus souvent trés 
difficile l’observation du phénoméne. 

D’ailleurs une question importante se pose au sujet de ce tactisme. 
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Sous l’influence des produits libérés par les corps étrangers mis 
dans Ja culture (protéines, polysaccharides, etc.), il pourrait y 
avoir non seulement attraction cellulaire, mais encore seca 
cation cellulaire. 

On sait, en effet, que les macrophages en culture peuvent se 
multiplier par mitose lorsque les conditions sont favorables (Carrel, 
Ephrussi, elc.). Ces mitoses sont toujours difficiles a observer ; 
elles le sont davantage encore avec la méthode que nous employons 
en boites de Petri. Personnellement, nous n’en avons jamais cons- 
taté ; nous ne pouvons pas affirmer toutefois que celles-ci faisaient 
totalement défaut. 

Que certaines substances soient capables d’exciter la multiplica- 
tion des macrophages, le fait n’apparait guére douteux (Carrel). Cer- 
tains auteurs ont méme admis en principe, (Fischer), que des 
produits microbiens (protéoses par exemple) pourraient agir dans 
le méme sens. Cette question n’a jamais été approfondie, mais 
existence de « tréphones » produites par des bactéries paratt 
probable. C’est un sujet de travail qui nous semble intéressant et 
que nous venons d’aborder. 


LE FACTEUR “Rh” 
SA REPARTITION CHEZ LES PARISIENS 
ET LES LOIS DE SON HEREDITE 


par N. KOSSOVITCH et A. EYQUEM (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Sérologie.) 


En 1940, Landsteiner et Wiener (1) se sont apercus que des 
cobayes immunisés avec des globules rouges de Macacus rhesus 
fournissaient un sérum permettant de mettre en évidence un nouvel 
agglutinogéne dans les globules rouges d’un trés grand nombre 
de sujets humains. La présence de cet agglutinogéne semblait 
indépendante des groupes sanguins classiques A, B, AB, O et des 
facteurs M, N, P, Q. Landsteiner et Wiener appelérent ce nou- 
veau facteur le « facteur Rhesus » (« Rh »). Quant 4 lagglu- 
tinine anti-Rh, sa présence est trés rare dans les sérums humains 
normaux ; on ne |’a décrite que dans quelques cas [Wiener et 
Forer (2)] et il semble qu’elle appartienne, comme |’agglutinine 
anti-P, aux « cold agglutinins ». 

Au début de 1942, Landsteiner a envoyé de New-York a 
quelques laboratoires d’Europe des échantillons de sérum 
anti-Rh préparés en Amérique au moyen de globules rouges de 
Macacus rhesus et de globules humains contenant le facteur Rh. 
L’un de ces envois était adressé au Laboratoire de Sérologie de 
l'Institut Pasteur et contenait des indications trés précises sur la 
préparation du sérum anti-Rh. C’est avec ce sérum de Land- 
steiner que l’un de nous a effectué les premiéres recherches sur 
la répartition du nouvel agglutinogéne chez les Frangais (8). 
Notre laboratoire a ensuite préparé lui-méme les sérums agglu- 
tinants qui nous servent maintenant pour toutes nos recherches. 

Depuis les premiéres publications, les travaux sur ce sujet se 
sont multipliés : on a découvert de nombreux sous-groupes du 
facteur Rh et la question s’est compliquée au point qu’on en est 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 février 1946. 

(1) K. Lanpsrerner et A.-S. Wiener, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 
1940, 43, 223. 

(2) A.-S. Wiener et Forer, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1941, 


47, 215. 
(3) N. Kossovircn, C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 767. 
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arrivé a utiliser plusieurs nomenclatures, tant en ce qui concerne 
les sérums (agglutinines) que les globules rouges (agglutino- 
genes). La terminologie employée par les différents auteurs est 
tellement variée quelle en devient individuelle et arbitraire. 
Ainsi Fisher, Wiener (4) désignent leurs sous-groupes par les 
chiffres Rh,, Rh,, Rh,, Kh’, Rh’’, etc. ; Cappell (6) introduit les 
termes de sérum anti-C, anti-D, anti-E et anti-c; l’école de 
Cambridge utilise V’alphabet grec (6); les Russes comptent 9 
i 10 sous-groupes, etc. D’autre part, tous ces sous-groupes 
dépistés par les divers sérums anti-Rh conslituent-ils vérita- 
blement des génes héréditaires, ou bien les différences enregis- 
trées ne traduisent-elles que des différences de titre? La ques- 
lion n'est pas tranchée a l’heure actuelle. Trop peu de temps 
s’est encore écoulé depuis la découverte du facteur Rh pour 
qu’on puisse répondre avec certitude. N’oublions pas quwil a 
fallu vingt ans pour établir l’existence réelle, comme génes héré- 
ditaires, des sous-groupes du groupe A. Dix ans seulement aprés 
la découverte des groupes sanguins, von Dungern et Hirszfeld 
ont pressenti l’existence de sous-groupes du groupe A; puis 
quelques années aprés, Landsteiner, O. Thomsen et Friedenreich 
ont prouvé le caractére génétique des sous-groupes A,, A, et Ag, 
- et derniérement enfin Gammelgaard a montré que la liste n’était 
pas close et qu'il fallait s’attendre a découvrir A,, A,, ... Ax. 
Quant aux facteurs M, et N,, on discute encore pour savoir ¢6’1] 
sagit de véritables génes ou seulement de différences de titre. 
Pour toutes ces raisons nous n’avons pas, dans les présentes 
recherches, tenu compte des sous-groupes du facteur Rh. Nous 
nous sommes bornés a étudier la répartilion et les lois de Vhéré- 
dité de ce facteur chez les Parisiens, comme Landsteiner et 
Wiener l’avaient fait pour les Américains et les Chinois. 
L’intérét tout particulier qu’a dés le début suscité le facteur Rh 
est di 4 son importance dans les transfusions sanguines. Dés 
Yorigine, en effet, on a constaté qu’un receveur rh— soumis 
a des transfusions répétées de sang Rh+ pouvait former des 
agglutinines anti-Rh qui finissaient par hémolyser les globules 
rouges du donneur. C’est le cas qu’on rencontre assez fréquem- 
ment chez les femmes nouvellement accouchées subissant de 
nombreuses transfusions. D’autre part, le facteur Rh serait res- 
ponsable de l’érythroblastose fcetale et d’autres affections du sang 
du nouveau-né, entrainant diverses complications pour la mére 
et pour l’enfant. Dans le cas d’un pére Rh+ et d’une mére rh—, 
enfant peut étre Rh+ ; la présence de Rh chez le foetus peut 
provoquer la formation d’agglutinines anti-Rh chez la mere, 


4) A.-S. Wiener, Science, 1944, 99, 532. 
5) CappeLt, Glasgow med. J., nov. 1944, 125. 
6) R.-A. Fisner et R.-R. Race, Nature, 1946, 457, 48. 
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agglutinines qui traversent le placenta et hémolysent le sang de 
Venfant ; inversement, les agglutinines formées chez |’enfant 
peuvent hémolyser le sang de sa mére. C’est pourquoi de nom- 
breux jeunes gens font examiner leur sang avant le mariage, 
afin d’y dépister une incompatibilité éventuelle de Rh. 

Toutes ces raisons expliquent qu’un si grand nombre de cher- 
cheurs se soient attachés a l’étude du facteur Rh, dont l’impor- 
tance s’est révélée aussi bien théorique (anthropologie, géné- 
tique) que pratique. L’examen de nombreuses familles effectué 
en Amérique, en Angleterre, en Allemagne, a conduit a sup- 
poser que cet agglutinogéne est un caractére héréditaire et que 
son hérédité. qui suit la premiére loi de Mendel, est basée sur 
existence de deux génes allélomorphes, la présence de Rh étant 
un caractére dominant, son absence (rh), un caractére récessif, 
dominé, et l’on a établi le schéma probable suivant de son 
hérédité : j 


GENOTYPE PHENOTYPES 

Rh X Rh Rh (100 p. 100) homozygotes. 

Rh X rh Rh (100 p. 400) hétérozygotes. 

rh X rh rh (100 p. 100) homozygotes. 
ou 


RhRh X KhRh. . Rh (400 p. 100) homozygotes. 

RhRh X Rhrh. . Rh homo- et hétérozygotes. 

Rhrh X Rhrh . . Rh (homo- et hétérozygotes) et rh (homozygotes). 
rhrh X rhrh. . . rh (100 p. 100) homozygotes. 


XECHERCHES PERSONNELLES. 


Avant d’exposer les résultats de nos recherches, nous dirons 
quelques mots de Ja technique que nous avons utilisée. 

‘Les sérums agglutinants anti-Rh ont été préparés suivaat la 
méthode de Landsteiner et Wiener : immunisation du cobaye et 
du lapin avec des globules rouges de M. rhesus ou des globules 
rouges humains contenant le facteur Rh. Tous les examens ont 
été effectués, mutatis mutandis, sur lames et dans des tubes 
4 hémolyse (Landsteiner). Les sangs que nous avons étudiés 
nous ont été fournis par les Maternités de Paris et par différents 
praticiens de chentéle privée (7). 


Ie Réeparririon pu racreuR Rh. — Nous avons examiné 
380 sujets hommes, femmes et enfants (66 garcons et 76 filles). 
Voici les résultats que nous avons obtenus. 


Rh 324 sujets (437 hommes et 487 femmes), ce qui donne 85,26 p. 100. 
rh 56 sujets ( 25 hommes et 31 femmes), ce qui donne 44,74 p. 100. 


(7) Nous remercions les professeurs Portes et Chabrun, de la Mater- 
nité de Port-Royal, qui ont eu l’extréme amabilité de nous ouvrir leurs 
services et de permettre nos recherches. 
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Si, & ce nombre, on ajoute celui obtenu antérieurement par 
l'un de nous dans la répartition générale chez les Frangais, on 
aura 380 + 462 = 842, dont 695 Rh, soit un pourcentage de 82,54. 


Répartition par sexe. 


Hommes Rh 137, ce qui représente 84,55 p. 100 ( 82 péres et 55 fils). 
(peres et fils), . | rh 25, ce qui représente 15,45 p. 100 ( 44 péres et 44 fils). 
Femmes Rh 187, ce qui représente 85,77 p, 100 (121 méres et 66 filles). 
(méres et filles). ? rh 34, ce qui représente 14,23 p. 100 ( 24 méres et 40 filles). 


Comme on le voit, il n’y a pas de différence notable dans le 
pourcentage entre les deux sexes : celui de Rh est un peu plus 
élevé chez les femmes que chez les hommes. 

La répartition du facteur Rh d’aprés les groupes clas- 
siques ABO montre que ce facteur est indépendant du_ sys- 
teéme ABO : 324 Rh sur un total de 380 sujets. 


2° Hertpité. — Dans le but d’étudier ’hérédité du facteur Rh 
nous avons examiné dans les Maternités 142 familles, dont 
96 familles comprenant pére, mére et enfants, et 46 familles 
comprenant mére et enfants. Voici Jes résultats obtenus : 


PARENTS 


E. 9 ENFANTS 
TOitamilles’ case tase cal ec eee ee Rh X Rh 68 Rh et 2 rh 
WO fammilesshas secs. rs aye ane es Rh X rh 8 Rh et 4 rh 
AS familles? 2s. ta eae oes rh X Rh 6 Rh et 7 rh 
‘stam lle? aa. Sake. eee rh X rh 0 Rh et 4 rh 


Dans 46 familles, mére et enfants, la répartition était : 


ENFANTS 
34 méres dont les globules rouges possédaient Rh. ... . 34 Rh 
5 méres dont les globules rouges étaient rh... ..... 5 Rh 
4 meres appartenant au groupe Rh+.......... 4 rh 
3 méres appartenant au grouperh— .......... 3 rh— 


I] ressort de ces tableaux que, dans les combinaisons matri- 
moniales Rh x Rh et Rh x rh on trouve des enfants Rh homo- 
et hétérozygotes. Avec des parents rh x rh, l’enfant est toujours 
rh homozygote et récessif. 

Ces constatations sont compatibles avec l’hypothése que |’héré- 
dité de Rh est basée sur une paire de génes allélomorphes 
simples, Rh et rh, qui suit la loi de Mendel, ot Rh est dominant 
et rh récessif. Malheureusement, les combinaisons rh x rh, qui 
sont les plus intéressantes du point de vue de l’hérédité, sont 
trés peu nombreuses, aussi bien dans nos exemples que dans 
ceux d’autres auteurs. 
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3° Cxrinigue. — Nous dirons quelques mots aussi des consé- 
quences que peut entrainer pour |’enfant le mariage entre un 
sujet Rh et un sujet rh. Notre expérience A cet égard est encore 
limitée ; nous croyons cependani utile de rapporter quelques 
premiéres observations. es 

Les médecins des Maternités ott nous avons effectué nos 
recherches nous ont confirmé que |’érythroblastose fcetale et les 
autres affections graves du sang qui seraient, d’aprés les auteurs 
américains, dues au facteur Rh, ne sont pas fréquentes ; ils ne 
nous ont cité qu’un cas sur 500 accouchements. Nous n’avons 
pas eu l’occasion d’examiner des sangs de nouveau-nés atteints 
d’érythroblastose. 

En ce qui concerne l’ictére du nouveau-né, les cas se répar- 
tissent de maniére analogue parmi les différentes catégories de 
couples lJorsqu’il s’agit dictére d’une durée de deux a quatre 
jours. Mais, dans le cas de mére rh et enfant Rh (cas que nous 
avons rencontré treize fois sur 142 familles examinées), nous 
avons constaté : ‘ 

Une fois un ictére de huit jours assez intense. 

Une fois un enfant d’aspect mongoloide, vomisseur, décédé 
4a un mois, n’ayant pas présenté de syphilis décelable. 

Une fois un ictére intense chez un nouveau-né dont les fréres 
avaient été atteints a leur naissance d’ictére intense. 

Enfin des médecins de clientéle privée demandent souvent a 
notre laboratoire d’effectuer la recherche du facteur Rh. Voici 
quelques observations qui méritent d’étre rapportées. 


Premier cas. — Couple dont la femme actucllement enceinte avait 
eu un premier enfant mort, d’aprés le diagnostic clinique, d’érythro- 
blastose. Les globules rouges de cette femme étaient ARh+ ; son sérum, 
méme avec |’utilisation du « blocking test », ne contenait pas d’agglu- 
tinines pour les globules rouges ORh+ provenant de douze donneurs 
différents. Les globules rouges du pére étaient ARh+. Comme on le 
voit, il s’agit ici d’un cas ow les globules rouges sont compatibles quant 
au facteur Rh. 


Deuziéme cas. — Couple ayant eu plusieurs macérés et mort-nés sans 
causes évidentes. Les globules rouges du pére étaient Rh+, ceux de la 
mére rh—. 


Troisiéme cas. — Ictére grave du nouveau-né et mort quatre jours 
aprés la naissance. Les globules rouges du pére étaient ARh+, ceux 
de la mére BRh+. 


On voit que la combinaison de Rh et rh, si elle peut expliquer 
certains faits pathologiques chez le nouveau-né, semble insuffi- 
sante dans d’autres cas. Les agglutinines pour des antigénes de 
sous-groupes de Rh nous permettront peut-étre une compréhen- 
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sion plus satisfaisante, &€ moins que n/’intervienne encore un 
autre facteur, comme dans le cas de Levine, Katzin et 
Burnham (8), qui ont rencontré des agglutinines irréguliéres 
(« warm agglutinins »), provoquant les mémes troubles que ceux 
décrits par Landsteiner et Wiener pour |’érythroblastose. 


(8) Ph. Levine, E.-M. Karzin et L. Burnaam, Proceed. Soc. exp. Biol. 
a. Med., 1940, 45, 346. 


RECHERCHE SUR L’ACTIVITE RELATIVE 
DES MICROORGANISMES CELLULOLYTIQUES AEROBIES 
| ET ANAEROBIES DANS LE SOL 


par J. POCHON et Y. T. TCHAN. (*) 


Les processus biologiques de décomposition de la cellulose dans 
le sol sont d’une extréme importance : le tonnage de matiére 
végétale ainsi transformée annuellement a la surface du globe 
est considérable et, surtout, ces processus libérent du carbone 
sous une forme telle qu'il peut alors étre utilisé comme aliment 
énergétique par l’ensemble des germes du sol et, en particulier, 
par ceux qui conditionnent le cycle de |’azote. 

Or, si les micro-organismes qui sont responsables de ces acti- 
vilés nous sont bien connus chacun pour leur part, et ont suscité 
un nombre considérable de recherches, il n’en est pas de méme 
dés qu’il s’agit de préciser leur réle respectif dans le sol. Tous 
les auteurs sont 4 peu prés d’accord pour n’accorder que 
peu d’importance aux Actinomycétes, qui ne feraient guére 
quutiliser les produits de métabolisme des cellulolytiques, et aux 
thermophiles, qui ne seraient actifs que dans les fumiers (Waks- 
mann et Skinner, 1926 [4]). Mais lorsqu’il faut évaluer d’une 
facon un peu précise l’activité relative des Bactéries aérobies, 
anaérobies et des Champignons, les renseignements manquent a 
peu prés complétement. Des notions empiriques font attribuer, 
suivant les auteurs, un réle prépondérant aux Bactéries aérobies 
‘ou aux Champignons, tout au moins dans les sols de culture, 
normalement travaillés, et sous les climats tempérés. 

La raison en est le manque de méthodes adéquates pour ce 
genre de recherches. L’examen microscopique direct du sol par 
impression sur lame [2] et l’examen direct aprés centrifugation 
fractionnée, mis au point par Winogradsky [8], rendent d’im- 
menses services en microbiologie du sol, mais, dans ce cas parti- 
culier, ils ne peuvent donner que peu de renseignements : la 
morphologie des germes est trop peu variée pour permettre un 
diagnostic précis et surtout il s’agit de micro-organismes telle- 
ment répandus qu’ils sont presque constamment trouvés a I’exa- 
men des sols mais que cette simple présence ne présume en rien 
de leur activité ; ils peuvent parfaitement se trouver, et certains 
se trouvent, certainement, a l'état de vie latente. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1945. 


30 ANNALES DE. L’INSTITUT PASTEUR 


La méme crilique peut étre adressée aux méthodes de cultures 
« totales ». Par exemple, quel que soit |’échantillon de sol prélevé, 
nous avons toujours trouvé, a la fois, des Bactéries aérobies par 
ensemencement sur plaque au silico-gel avec feuille de papier, et 
des Bactéries anaérobies, par ensemencements sur milieu salin, 
type Oméliansky, avec papier. Ce genre d’expériences ne permet 
done de tirer aucune conclusion sur l’activité réelle de ces deux 
types de germes, 4 un moment donné, dans un sol donné, soumis 
4 des conditions cecologiques données ; a fortiori ne sont-elles pas 
favorables Aa l’expérimentation sur 1’évolution éventuelle de la 
flore cellulolytique en corrélation avec des variations physiques 
et chimiques du sol. 

Cependant on a pu, dans certains cas, par addition massive 
de certaines substances au sol, ou par modification brutale des 
conditions physiques, noter un changement dans la flore ; encore, 
en ce qui concerne les cellulolytiques, les résultats sont-ils insi- 
enifiants. L’addition d’une grande quantilé de cellulose a la terre, 
si celle-ci est de réaction acide, améne une brusque prolifération 
des Champignons (Winogradsky [4], Waksmann et Starkey [5]). 
La neutralisation d’un sol acide par le carbonate de chaux ne 
semble avoir que peu d’influence sur l’activité moyenne totale 
des cellulolytiques, mais par contre, semble favoriser les Bactéries 
aux dépens des Champignons (Christensen [6], Waksmann et 
Starkey). Enfin, Vhumidité du sol parait avoir une certaine 
importance, optimum étant légérement au-dessous du point de 
saturation (Charpentier, Waksmann et Skinner, Winogradsky [7]). 


Les résultats les plus précis ont été obtenus par Waksmann 
et Skinner (1926) en ulilisant des plaques de gélose 4 |’albumine 
d’ceuf (technique de Waksmann, 1922 [8]) encore que les auteurs 
reconnaissent que « des résultats sur le réle des bactéries, dans 
la décomposition de la cellulose dans le sol, basés seulement 
sur la méthode des plaques, seraient loin de représenter une 
image vraie de ce processus dans le sol ». 


Les notions nouvelles apportées par ces auteurs, du point de 
vue qui nous occupe, portent essentiellement sur le réle de l’azote 
assimilable ; en effet, les Champignons, et vraisemblablement les 
Bactéries, utilisent 1 partie d’azote pour 80 parties de cellulose 
décomposée ; les fixateurs d’azote ne pouvant se servir directe- 
ment du carbone de la cellulose comme aliment énergétique, 
activité des cellulolytiques est conditionnée par l’existence d’une 
certaine réserve d’azote assimilable (minéral et organique). Par 
addition de doses croissantes d’azote (nitrate de sodium), Waks- 
mann et Skinner montrent que le taux de cellulose détruite est 
proportionnel 4 la quantité d’azote disponible, mais cetie analyse 
chimique du phénoméne ne leur permet pas de préciser quel est 
le type de micro-organismes favorisé, cependant ce ne sont cer- 
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tainement pas les Bactéries anaérobies. Pour Waksmann et Dubos 
(1927) [9], d’ailleurs, l’équilibre de la flore cellulolytique ne serait 
pas modifié dans ce processus. Enfin la stérilisation partielle du 
sol par un antiseptique volatil, portant surtout sur les Champi- 
gnons, entraine un arrét de la cellulolyse; un ensemencement 
ultérieur avec de la terre améne une prolifération abondante de 
Champignons ei une reprise de la cellulolyse ; aussi Waksmann 
et Skinner font-ils jouer un rdle prépondérant a ces organismes 
dans les sols riches en azote, bien aérés et suffisamment humides. 

On voit donc combien sont fragmentaires nos connaissances. 
Aussi avons-nous essayé de reprendre la question et d’en faire 
une étude. systématique. Il nous fallait tout d’abord mettre au 
point une technique qui permettrait : 

1° Une étude directe du sol, sans aucune modification, avec sa 
flore totale. 

2° De faire varier les conditions physiques et chimiques du 
sol et de suivre facilement les modifications d’équilibre de la 
flore cellulolytique totale. 

Nous nous sommes inspirés de la méthode utilisée par Wino- 
gradsky pour déterminer le degré d’anaérobiose des fixateurs 
d’azote (colonnes de verre remplies de terre). Les germes cellulo- 
lytiques étant chromogénes, nous avons tiré parti de ce caraclére 
pour la mise au point de notre technique. En effet, si on introduit 
une bande de papier entre la paroi de la colonne et la terre, le 
développement de germes produira des taches sur le papier, 
taches colorées qui seront perceptibles a travers le verre. Mais 
nous désirions essentiellement aussi avoir des renseignements sur 
le potentiel d’oxydo-réduction a différentes hauteurs dans les 
colonnes au cours de la culture. Dans ce but nous avons utilisé 
une gamme de quatre colorants de rlI en traits paralléles verti- 
caux sur la bande de papier. Nous aurions voulu également suivre 
des modifications éventuelles de pH, mais le pouvoir tampon de 
la terre utilisée s’est montré suffisant pour maintenir constant le 
pH de départ au cours de la culture (c’est-a-dire pour nos échan- 
 tillons, au voisinage de la neutralité). 

Voici le détail de la technique (Y. T. Tchan) [10] : 


Utiliser des colonnes de verre de 25 mm. de diamétre et de 20 a 
30 cm. de longueur. Préparer des bandes de papier filtre épais (type 
Chardin rapide) de 4 cm. de largeur. Tracer au pinceau quatre lignes, 
espacées de 0,7 cm. environ, avec les colorants suivants : 


rH COLORANTS 

AG pest tite: tote eos Bleu de méthyléne. 

Sp er: Aen ate a Bleu de Nil. . . .¢ & 2 p. 4.000 aqueux. 
EIS octamer eer seta Phénosafranine . . 


SrA Mita oem ets Ya Rouge neutre. .. . a 4 p. 1.000 
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sécher la bande de papier ’ 1’étuve. L’introduire dans la colonne, fixer 
un des bouts par un bouchon de caoutchouc et laisser ]’autre extrémité 
dépasser la partie supérieure de la colonne. Préparer une terre d’une 
humidité convenable (entre 25 et 35 p. 100), en remplir la colonne en 
maintenant le papier contre la paroi; tasser la terre en laissant 
tomber a petits coups la colonne, du cété bouché au caoutchouc contre 
la table. Quand la colonne est jugée suffisamment tassée, couper la 
bande de papier au niveau de la terre et couvrir celle-ci avec une ron- 
delle de papier filtre ; boucher avec un peu de coton. 

En somme, nous avons réalisé un cylindre de terre enveloppé 
d’abord par une couche de papier, puis par du verre. L’une des extré- 
mités est au contact de l’air, l'autre en est isolée par le bouchon de 


1 Ys4 
BLEU D 4GGF% NE 
METHYLENE 1GG4; a 
ag A AEROBIES 
WHY 
BLEU DE GAA 
NIL | 
PHENOSAFRANINE HH 


ROUGE NEUTRE Ci ZONE 


caoutchouc. Aprés incubation, on voit apparaitre des colorations variées 
sur le papier et les indicateurs se décolorent suivant !es zones de rH 
réalisées au cours de la culture. 

Cette méthode est simple, facile 4 réaliser et trés pratique. Aucun 
ensemencement ni enrichissement n’est intervenu ; la terre ne subil 
aucune modification ; en un mot, on peut dire que l’on se trouve 
dans les conditions naturelles. Le niveau d’anaérobiose est déterminé 
conjointement par la flore microbienne et la réduction des indicateurs 
de rH. 


Nous avons étudié le réle des facteurs suivants : température, 
humidité, tassement, taux d’azote fourni. En réalité tous ces 
facteurs s’intriquent les uns les autres, aussi, aprés les avoir 
étudiés séparément, nous faudra-t-il montrer la complexité du 
phénoméne dans son ensemble. 

Voici tout d’abord, pour fixer les idées, Je résultat d’une culture 
dans des conditions moyennes (lempérature de 26°, humidité a 
30 p. 100, tassement moyen, azote total a 0,9 p. 1.000, azote 
nitrique 0,085 p. 1.000, pas d’azote ammoniacal). 
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Aprés trois jours de séjour a l’étuve apparaissent tout d’abord 
dans la partie supérieure de la colonne des taches jaunes citron 
de B. cellulolytiques aérobies et, avec un léger retard, des taches 
noiratres de champignons. En ciug jours environ, elles descen- 
dent jusqu’a 15 centimétres de l’extrémité supérieure, puis se 
siabilisent. Cette zone correspond a celle ot le bleu de méthyléne 
reste coloré. Au-dessous, sur une hauteur de 5 a 8 centimetres. 
le bleu de méthyléne est décoloré (rH=14) et le bleu de Nil est 
partiellement décoloré (rH=9,2) ; la phénosafranine et le rouge 
neutre restent colorés ; aucun germe ne pousse, la bande de papier 
reste vierge. Au-dessous de cette deuxiéme zone, une troisiéme 
zone s'étend jusqu’a l’extrémité inférieure de la colonne. Le rouge 
neutre et la phénosafranine sont décolorés (rH=3,1) ; des taches 
jaune ocre et brunes de B. cellulolytiques anaérobies apparais- 
sent vers le huitiéme jour (voir schéma). Nous pouvons donc 
conclure que les B. aérobies et les champignons proliférent jusqu’a 
rH—=14 et au-dessus ; les B. anaérobies A partir de rH=5,8 et 
au-dessous. Dans toutes nos expériences, ces relations entre les 
zones de rH et les zones de culture ont été constantes. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. 


Toutes conditions restant les mémes, nous avons réalisé des 
cultures 4 15°, 27°, 33-35°, 45°. 

A 15°, tous les indicateurs, et en particulier le bleu de méthy- 
léne, restent partout colorés ; la zone de culture des B. aérobies 
et des champignons s’étend jusqu’au bas de Ja colonne ; les cham- 
pignons sont plus envahissants que les bactéries. 

A 27°, c’est le schéma moyen décrit plus haut ; rappelons que 
le rH de 14 est atteint 4 7 cm. de profondeur et le rH de 5,8 
a 15 cm. 

A 85° et au-dessus, le rH de 14 est atteint 4 5 cm. de profon- 
deur et, dans cette petite zone supérieure, i] y a une légére proli- 
fération des B. aérobies et des champignons. A 7 cm., le rH est 
déja tombé a 5,8; c’est, jusqu’au bas de la colonne, le domaine 
des B. anaérobies. (A 45° nous avons constaté la présence, de 
bacilles aérobies thermophiles dont nous poursuivons l’étude.) 

Ainsi, plus la température s’éléve, plus les anaérobies sont 
favorisés ; au-dessus de 35°, ils restent pratiquement seuls actifs. 
Le temps de latence avant la prolifération des anaérobies, trés 
long a 27° (dix jours) est considérablement raccourci a 35° (cing 
jours). Aussi pensons-nous, contrairement a l’opinion de Waks- 
mann et Skinner, que ce n’est pas la pauvreté relative du sol en 
germes anaérobies qui détermine cette phase de latence, mais 
bien plutot les conditions favorables ou défavorables de culture. 
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INFLUENCE DE L’HUMIDITE. 


Il s’agit 1a d’un facteur assez difficile a définir car, suivant 
l’état physico-chimique du sol, un méme taux d’humidite (exprimé 
en poids d’eau p. 100 de terre) donne des degrés d@’imbibition tres 
différents. C’est pourquoi certains auteurs préférent évaluer le 
degré d’humidité en pourcentage de saturation ; mais la mesure 
n’en est guére plus précise. ; | 

Toutes autres conditions restent égales, on nole une proliféra- 
tion croissante des anaérobies avec des taux croissants d’humidité. 

A 15 p. 100 et au-dessous, il n’y a que quelques rares taches de 
champignons (il faut cependant tenir compte du fait que, dans 
ce cas, le peu d’adhérence des grains de terre au papier rend 
défavorable la manifestation d’une culture). Le bleu de méthyléne 
reste évidemment coloré jusqu’au bas de la colonne. 

De 25 4 85 p..100, ce qui correspond a 1/2 ou 3/4 de saturation, 
on note le schéma moyen déja indiqué. 

Au-dessus de 35 p. 100, c’est-a-dire a saturation et sous couche 
d’eau, seuls les anaérobies entrent en ligne de compte, le bleu de 
méthyléne élant décoloré jusqu’en haut de Ja colonne. 


INFLUENCE DU TASSEMENT. 


Ici surtout, il est difficile d’obtenir une mesure précise ; nous 
définissons arbitrairement et empiriquement le tassement par le 
nombre de secousses imprimées a la colonne, dans les conditions 
indiquées 4 la technique ; nous avons ainsi réalisé une échelle 
allant de 5 4 80 coups (disons, pour fixer les idées, que Ja hauteur 
de la terre, dans la colonne, pour 30 coups, correspond aux 4/5 de 
la hauteur a5 coups, pour un poids égal de terre). 

Les résultats, comme i] était & prévoir, montrent que plus le 
tassement augmente, plus la zone d’anaérobiose s’étend aux 
dépens de la zone d’aérobiose. A 5 coups, le bleu de méthyléne est 
partout coloré ; B. aérobies et champignons envahissent toute la 
colonne. A 80 coups, le bleu de méthyléne est réduit A 3 cm. du 
haut de Ja colonne, Je bleu de Nil 4 5 cm. ; au-dessus, c’est la zone 
des aérobies ; au-dessous, celle des anaérobies. 


INFLUENCE DE LA TENEUR EN AZOTE. 


Toules conditions égales, nous avons enrichi la terre en nitrate 
de sodium ou en sulfate d’ammonium (1 a 20 p. 1.000 en azote 
du poids de terre). Nous avons noté une intensité croissante de 
Vatiaque de la cellulose, sans déplacement net des zones ; il ne 
semble pas que l’enrichissement en azote favorise un type de 
germes plus qu’un autre, sauf, peut-étre, les champignons. 
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CONCLUSIONS. 


Les résullats obtenus par les expériences analytiques précé- 
dentes, chaque fiacteur variant isolément, peuvent étre résumés de 
la fagon suivante 

Plus la température est élevée, plus la zone des anaérobies 
s'étend et approche de la surface du sol et plus l’activité de ces 
bactéries est intense et précoce. Au-dessus de 35°, les aérobies 
(B. et champignons) sont praliquement inactifs, les anaérobies 
régnant jusqu’a 3 cm. de la surface. 

Plus le taux d’humidité augmente, plus la zone des anaérobies 
s’étend ; a saturation et sous couche d’eau, les anaérobies sont 
seuls actifs. 

Plus le tassement augmente, plus la zone des anaérobies s’étend. 

La relation entre la flore d’une zone et le rH de cette zone 
est fixe : dans la zone des aérobies, le rH est toujours supérieur 
a 14 ; dans !a zone des anaérobies, il est inférieur 4 5,8 et descend 
parfois jusqu’a 3,1. 

Inutile de dire que les variations concomitantes de plusieurs 
facteurs peuvent agir de facon synergique ou antagoniste et cela 
est d’une extréme importance au point de vue des sols, dans les 
conditions naturelles. 

Dans un sol bien travaillé, réguliérement enrichi en azote, bien 
aéré, sous un climat tempéré ou la température oscille entre 5 et 
25° suivant la saison et la profondeur (moyenne du bassin pari- 
sien), sans périodes prolongées de pluies intenses, les conditions 
optima se trouvent réalisées pour les champignons et les B. aéro- 
bies jusqu’A une profondeur de 30 cm. environ, ce qui est 
la profondeur moyenne utile pour la plupart des cultures saison- 
niéres. Dans ces sols, l’activité relative des champignons et des 
bactéries sera surtout fonction de la réaction de la terre (Waks- 
mann et Dubos) ; les premiers seraient surtout favorisés par un 
pH acide (sols humiques des foréts, par exemple) ; les seconds 
par un pH alcalin (sols amendés a la chaux). 

A lopposé, dans les sols tropicaux ott Ja température moyenne 
en surface dépasse couramment 35°, presque constamment imbibés 
‘A saturation par les pluies, ou méme noyés sous une couche d’eau, 
comme c’est le cas des riziéres, toutes les conditions se trouvent 
réalisées pour que travaillent uniquement les anaérobies. 

Dans les cas intermédiaires, réalisés par toutes les asssociations 
possibles de facteurs, on peut imaginer une action synergique a 
prédominance variable, des aérobies et des anaérobies ; il nous 
semble que Jorsque tous les facteurs favorisant les anaérobies se 
trouvent associés, le seuil, pour chacun d’eux, est suffisamment 
bas pour que de telles conditions soient réalisées, 4 une profon- 
deur relativement faible, méme sous nos climats tempérés. 
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Il s’agit d’un équilibre biologique variable suivant les saisons 
et réversible. Notre méthode nous a permis de bien mettre ce fait 
en évidence : dans une colonne placée a 33°, tassement moyen 
imbibée a saturation ; le bleu de méthylene est réduit jusqu’a 3 cm. 
de la surface et les anaérobies remontent jusqu’a ce niveau. En 
laissant cette colonne un temps sulfisant a l’étuve, l’évaporation 
asseche la partie supéricure du sol et le bleu de méthyléne se 
recolore jusqu’a une profondeur de 15 cm. ; corrélativement, on 
assiste & une reprise d’activité des B. aérobies que l’on voit des- 
cendre dans cette zone de rH redevenu supérieur a 14 et qui était 
auparavant le domaine des anaérobies. 

En réalité, les phénoménes sont plus complexes encore. Nous 
avons en effet étudié les variations de la flore cellulolytique en 
fonction de différentes variables ; mais il est bien évident que les 
autres germes du sol, soumis aux mémes variations, réagissent 
également. Les faits que nous avons observés sont sans aucun 
doute conditionnés par l’ensemble. des processus du sol ; préci- 
sons : les modifications des zones de rH sont corrélatives des 
variations de la flore cellulolytique et du reste de la flore du sol. 
Si, comme il est probable, certains germes ont une croissance 
plus rapide que celle des cellulolytiques, c’est 4 eux que peut 
revenir |’initiative dans les phénoménes d’oxydo-réduction. 

En d’autres termes, les faits que nous avons observés et que 
nous avons analysés sont la résultante d’actions complexes. Leur 
réalité dans le sol ne fait aucun doute, mais leur déterminisme 
intime dépend de trop de facteurs pour que nous puissions pré- 
tendre l’avoir élucidé d’une facon définitive. 
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RECHERCHES SUR LA NUTRITION CARBONEE 
DES AZOTOBACTER 


par J. POCHON et Y. T. TCHAN (*). 


(Institut Pasteur. Garches.) 


Le probléme de la nutrition carbonée des Azotobacter, qui a 
suscité un nombre considérable de travaux, est encore loin d’étre 
résolu [4]. Une liste trés longue de corps ternaires utilisables par 
ces microorganismes, en Vabsence d’azote combiné, a pu étre 
dressée et le rapport de Vazote moléculaire fixé, au carbone 
consommé, a pu étre déterminé pour chacun d’eux, avec des 
variantes assez importantes suivant les auteurs, et a des taux 
divers suivant les modalités expérimentales. 

Parmi ces corps ternaires, les uns provoquent une pullulation 
abondante des Azofobacter, les autres des cultures assez maigres. 
Or, les premiers, qui paraissent a priori les plus favorables, sont 
essentiellement des sucres (hexoses) et des alcools (éthylique, 
mannitol) dont le réle, dans le sol, doit étre minime ; trop faci- 
lement attaquables, ils sont la proie, en présence de traces 
d’azote assimilable, des germes banaux, a culture plus rapide 
que celle des Azotobacter. Une réserve peut cependant étre faite 
en ce qui concerne l’alcool éthylique auquel Winogradsky [2] 
fait jouer un réle important car il s’agit d’un produit banal de 
fermentations multiples qui peuvent avoir leur siége dans Je sol. 
Les substances ternaires du second type, auquel nous avons 
fait allusion, sont également des produits de fermentation 
sels d’acides gras volatils (acétique, butyrique) et fixes (lac- 
tique, tartrique, benzoique, ...); mais il faut bien reconnaitre 
que si leur ubiquité est un argument important en faveur de leur 
utilisation dans le sol, leur faible efficacité au, point de vue de 
la prolifération enléve 4 cet argument une partie de sa valeur. 

Les techniques mises en ceuvre pour juger de l’utilisation pos- 
sible d’un élément ternaire par les Azotobacter et du rendement de 
celui-ci fournissent des résultats passibles de nombreuses cri- 
tiques. Rappelons que les cultures en milieu liquide sont a 
proscrire formellement ; que l’examen microscopique direct 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 février 1946. 
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ne se préle pas a des mesures quantitatives, que la culture 
sur plaques de silico-gel est de beaucoup la technique la plus 
favorable, mais que Winogradsky fait observer que Vextra- 
polation des résultats obtenus sur ce milieu aux cultures sur 
terre moulée et dans le sol lui-méme est, jusqu’é un certain point, 
hasardeuse. . 

Nous avons repris cette étude comparativement sur plaques 
de silico-gel et sur plaques de terre moulée car, a notre connals- 
sance, cette derniére méthode n’avait guére été utilisée que pour 
les aliments éminemment favorables (mannitol, sucres...) dont 
nous avons déja dit le caractére en quelque sorte « artificiel », 
peu susceptibles qu’ils sont de jouer un réle, hors du laboratoire, 
dans la nature. pi 

Nos expériences ont porté sur des sucres (glucose, saccharose, 
arabinose, lactose, amidon, inuline), des alcools (éthylique, 
butylique, mannitol), des acides volatils (acétique, butyrique), 
des acides fixes (benzoique, lactique, succinique, oxalique, tar- 
trique, pyruvique). 

Les cultures sur plaques de silico-gel (sans azote, l’élément 
ternaire élant seul ajouté au liquide salin de Winogradsky et 
lensemencement étant fait avec des grains de’ terre) ont entié- 
rement confirmé les résultats observés par les divers auteurs et, 
en particulier, n’ont fait que reproduire le travail de Wino- 
gradsky [8]. Un point important 4 noter cependant est la trés 
belle prolifération obtenue avec l’acide pyruvique (sel de 
sodium), qui n’avait pas encore été essayé, A notre connaissance, 
bien supérieure 4 celle observée avec les autres acides fixes et 
les acides volatils, et méme avec l’alcool éthylique, en tout point 
comparable a celle obtenue avec le mannitol. Or il s’agit 1a d’un 
corps intermédiaire formé au cours de trés nombreuses fermen- 
tations, produit d’hydrolyse enzymatique de nombreux sucres et 
a la base de synthéses biologiques multiples. 

Mais ce sont les cultures sur plaques de terre moulée qui nous 
ont donné les résultats les plus intéressants. La terre utilisée 
a été choisie particuliérement pauvre en azote combiné (moins 
de 1 p. 1.000) afin d’avoir des résultats aussi nets que possible. 
Elle a été enrichie par addition de |’élément ternaire a l'étude 
et placée a l’étuve a 30°, sans ensemencement, avec sa flore 
naturelle. 

Contrairement a notre attente, tous les corps ternaires qui 
avaient permis une culture sur plaque de silico-gel ne |’ont pas 
permis sur terre ; seuls ceux qui permettaient une culture luxu- 
riante se sont montrés utilisables dans la terre ; A savoir : man- 
nitol, glucose, saccharose, amidon, acide pyruvique et alcool 
éthylique ; l’acide benzoique et le lactose n’ont donné que de 
maigres colonies. Tous les autres corps essayés, et en particu- 
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lier les acides acétique et butyrique, n’ont amené aucune proli- 
fération d’Azotobacter. La remarque de Winogradsky, citée plus 
haut, prend ici toute sa valeur, et il n’est pas toujours possible 
de conclure du silico-gel a la terre moulée. 

L’apparition de colonies sur plaque de terre moulée étant une 
méthode moins sensible que |’examen microscopique direct, nous 
avons pratiqué cet examen sur nos plaques; il a été entiérement 
négatif, sauf pour l’acide benzoique avec lequel il semble y avoir 
une légére prolifération par rapport aux plaques témoins sans 
addition d’aliments ternaires. D’ailleurs Winogradsky [4] avait | 
incidemment noté l’échee des cultures sur terre aprés addition de 
sels d’acides fixes et volatils. 

Nous avons vérifié le fait sur trois autres échantillons de terre. 
Dans les limites de ces expériences, il s’est montré constant. 

Nous avons ensuite essayé de voir s’il existait réellement un 
facteur inhibiteur dans la terre. Dans ce but nous avons fait un 
extrait aqueux des terres en expérience et nous l’avons ajouté 
au liquide salin servant a imprégner les plaques de silico-gel. 


1 kilogramme de terre ; 1 litre d’eau ; vingt-quatre heures a la 
glaciére ; filtration sur papier. On recueille 300 cm? de filtrat. On le 
concentre a4 170 cm® (a 45°). On ajoute respectivement 0-10-17 cm® de 
filtrat 4 de petites plaques de silico-gel au mannitol, a l’acide butyrique, 
a Vacide benzoique. Les résultats sont résumés ainsi, les signes + et — 
indiquant la présence ou l’absence de culture : 


EXTRAIT DE TERRE 
EEE Raa = cI pa 


0 cm3 10 cm3 © 17 cm’ 
MATEO Pe ware tem ete ee ee Aci ai res sc ++ ++ ++ 
AeiderbenzOrgue. on ee tee 8 + + — 
iMcidesbUtyriquer <2. be. 6 50% 4- _— — 


A dose suffisante, l’extrait aqueux de terre inhibe donc 
complétement la culture de |’Azotobacter sur plaque de silico-gel 
a lacide butyrique et a Vacide benzoique (sur ce dernier |’inhi- 
bition est plus difficile que sur Je premier). 

Nous avons tenté d’aller plus loin et de préciser quelle était, 
dans ]’extrait de terre, la fraction active. 

L’extrait est préparé de la méme fagon que précédemment : 


1° Une portion est précipitée par l’alcool éthylique (a 90°, vol. égal). 
Le filtrat est distillé sous vide pour éliminer 1’alcool. C’est la fraction A. 

2° Le précipité est remis en suspension. On distille sous vide pour 
éliminer l’alcool. C’est la fraction P. 

3° Une portion de l’extrait est absorbé par du charbon actif. C’est la 
fraction C. Die 

4° Une portion est chauffée pendant vingt minutes a 120°. C’est la 


fraction T. 
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Ces différentes fractions sont respectivement ajoutées aux plaques de 
silico-gel, comme précédemment. 


Les résultats sont résumés ainsi 


FRACTION 

NN 

A ie Cc T 

Newer 5 6 Boa oa aPaE ++ ++ ++ 
Benzoate de soude. ... =- + ee =f 
Butyrate de calclum. .. + — a5 + 


D’une part, ces résultats confirment ceux de |’expérience pré- 
cédente : I] existe un pouvoir inhibiteur dans la terre, qui passe en 
solution aqueuse. Ce pouvoir inhibiteur se manifeste surtout vis- 
a-vis de la culture ot! |’élément ternaire est peu favorable sur 
plaque au silico-gel. D’autre part, les divers fractionnements ne 
permettent guére de fixer avec précision la fraction contenant la 
substance inhibitrice ; il semble cependant que la fraction insoluble 
dans l’alcoo] soit la plus active et que l’absorption du filtrat sur 
charbon actif enléve a l’extrait une partie de son pouvoir inhi- 
biteur, enfin que la substance soit assez thermolabile. Il ne nous 
a pas été possible jusqu’a présent de préciser davantage ses 
caractéres et sa nature. 

D’ailleurs ces faits sont A rapprocher de ceux déja signalés 
par lun de nous [5]. L’hyposulfite de sodium est nettement 
inhibiteur des Azotobacter en présence de certains aliments ier- 
naires ; par exemple, en présence de thyosulfate, si la culture 
avec le mannitol est normale, avec l’alcoo] elle est retardée de 
trois ou quatre jours et avec l’acide succinique elle est le plus 
souvent nulle, méme aprés un ensemencement massif. 

Quoi qwil en soit du mécanisme d’action, le fait en lui-méme 
reste et nous l’avons vérifié sur trois échantillons de terre. 

Puis, sur plaque de terre moulée, nous avons étudié systéma- 
tiquement l'utilisation d’un certain nombre d’éléments ternaires 
susceptibles de se trouver dans le sol. Seuls l’acide pyruvique, 
alcool] éthylique et acide benzoique ont donné lieu a une pul- 
lulation d’Azotobacter ; alors que les acides acétique, butyrique, 
lactique, succinique, tartrique, oxalique... n’ont permis aucune 
culture ; des champignons seuls sont apparus tardivement. 

Nous pensons done que, contrairement a l’opinion émise par 
certains auteurs et contrairement aux conclusions que l’on croyait 
pouvoir tirer de }’étude faite au moyen des plaques de silico-gel, 
les acides acétique et butyrique, en particulier, ne peuvent étre 
considérés comme des aliments énergétiques pour les Azotobacter 
dans le sol. Par contre, l’alcoo] éthylique garde toute sa valeur 
et nos expériences mettent en évidence l'intérét de l’acide pyru- 
vique qui, aussi bien sur plaques de terre moulée que sur plaques 


NUTRITION CARBONEE DES AZOTOBACTER 4a 
de silico-gel, améne une prolifération abondante des Azotobacter. 

Il nous semble done qu’il faille lui faire jouer un réle de pre- 
mier plan dans Je mécanisme si complexe de la nutrition car- 
bonée des fixateurs d’azote aérobies non symbiotiques. 
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ESSAIS DE DISSOCIATION ET DE SELECTION 
DE PENICILLIUM NOTATUM 


par H. VELU, J. COMANDON, P. de FONBRUNE, M. JANOT, 
H. PENAU, J. MAINIL, G. BOUET. (’). 


Au début des recherches sur la pénicilline, ’emploi de milieux 
peu favorables ne permettait guére la détection de souches 
actives et celle de Fleming était considérée comme douée d’une 
activité biochimique particuliére, exceptionnelle (1, 2). 

Dés 1932 cependant, Clutterbuck et ses collaborateurs (1) cons- 
tataient que la souche de Fleming avait tendance, au cours des 
repiquages, a devenir moins’ verte, a donner des plaques 
blanches, & prendre un aspect floconneux avec diminution de 
Vactivité bactériostatique. D’ot leurs essais de réobtention par 
Ja technique de la spore unique, de cultures vertes, a revers 
colorés, productrices de pénicilline. 

En 1942, Mac Kee et Rake (8) isolaient encore 4 partir de colo- 
nies morphologiquement différentes d’une méme souche, cing 
lignées d’activités inégales. 

L’amélioration des milieux de culture allait permettre par ail- 
leurs de réviser Vopinion sur le caractére exceptionnel de la 
souche de Fleming. 

En 1942, Wilkins et Harris (4), par exemple, montrent que 
40 p. 100 des Aspergilli et 25 p. 100 des Penicillia présentent 
une activité bactériostatique. Kocholaty (5) isole 5 souches 
actives. 

On en connait actuellement plusieurs, trés actives parmi les- 
quelles : 

La souche 4222 de |’Institut Lister, celle de Fleming. 

La souche 1249 B. 21 des N. R. R. L. de Peoria isolée de la 
souche de Fleming. 

La souche 832 des N.R.R.L.: P. notatum. 

La souche 1978 : P. notatum. 

La souche 1951 : P. chrysogenum. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 février 1946. 

(1) P. W. CLurrersuck et collaborateurs, Biochem. J., 1932, 26, 1907. 
(2) R.-G. Rum, J. Bact., 1985, 29, 215. 

(3) Mac Ker et G. Rang, J. Bact., 1942, 43, 645. 

(4) W.-H. Wirxrs et G.-M. Harris, Brit. J. Exp. Path., 1942, 23, 166. 
(5) W. Kocuotaty, J. Bact., 1942, 43, octobre. 
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Le désir d’améliorer les rendements d’une part, celui d’éviter 
la variabilité et l’instabilité des souches signalées par Clutterbuck 
d’autre part, ont continué de provoquer des recherches en vue de 
Vobtention de souches a grande activité. 

C’est dans ce but que Foster (6) et ses collaborateurs ont 
effectué en 1943, des isolements de colonies obtenues en nappes. 

En 1944, les recherches de Coghill (7) et de ses collaborateurs 
ont encore porté sur 241 échantillons dont 189 isolés de sources 
naturelles, les autres provenant de souches de collection. Tous, 
sauf 24 ont donné de la pénicilline. Pas une souche naturelle 
ne s'est révélée supérieure a la souche 1249 B. 21 pour la pro- 
duction en surface. Un quart a donné en surface des rendements 
égaux ou supérieurs a la souche 832, Plusieurs se sont montrés 
comparables a cette souche en culture profonde et quelques-unes 
supérieures. 

Méme les souches sélectionnées considérées comme les meil- 
leures, la 1249 B. 21 par exemple, montrent une instabilité et 
une tendance facheuse au pléomorphisme qui rendent indis- 
pensables et continuels les efforts de sélection. 

Au moment ou nous avons entrepris nos recherches, nous igno- 
rions les travaux américains et anglais postérieurs a 1940, 
notamment ceux de Mac Kee et Rake, de. Wilkins et Harris, 
Foster et ses collaborateurs, etc. 

Elles ont porté surtout sur la dissociation de souches actives. 
Nos essais de détection de souches nouvelles, nous en ont fait 
découvrir une seule d’assez grande activité, dans une saumure. 


DissocIATION DE SOUCHES ACTIVES. 


Nos recherches sur la dissociation des souches de Penicillium 
notatum ont eu comme point de dénart les observations faites 
par l’un de nous sur Eremothecium ashbyii (8) ainsi que les 
constatations suivantes 

1° L’apparition sur les voiles de cultures secondaires blanches, 
cotonneuses, trés éloignées du type classique et signalées comme. 
inaptes a la production de la pénicilline par Clutterbuck, Lowell 
et Raistrick. 

2° L’existence de colonies identiques dans les cultures en 
tubes, sur mott gélosé, Agées d’une vingtaine de jours et conser- 
vées a la température du laboratoire, apres leur sporulation a 
Pétuve a 24°. 


(6) J.-W. Foster et collaborateurs, J. Bact., 1943, 46, 421-443. 

(7) R. D. Cocurn et collaborateurs, J. Bact., 1944, 46, 639-659. 

(8) G. Anracon, J. Maint, R. Rerarr et H. Vexu, C. R. Acad. Sei., 
1945, 220, 65. 
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3° La dissociation réguliére des souches sur milieu de Sabou- 
raud en colonies de teintes différentes nettement caractérisées. 

Ainsi, d’emblée, se 1évélaient deux facteurs de variation : 

a) Le milieu de culture d’une part ; 

8) La durée et les conditions d’incubation, d’autre part. 

Constatation capitale en ce qui concerne ia conservation des 
races types de Penicillium notatum et dont nous allions nous ins- 
pirer : 

a) Pour tenter d’obtenir des souches actives, par dissociation, 
d’abord par la méthode des dilutions, ensuite par isolement de 
spores au micromanipulateur. 

b) Pour essayer de préciser les meilleures conditions de 
conservation de ces souches. 
~ Nous n’étudierons ici que le premier point. 


I. — DissocraATION PAR DILUTION. 


Notre premier essai de dissociation a porté sur la souche 4222 ; 
a partir de spores sur mott issues d’un voile sur milieu de Chal- 
linor (9) non homogéne, bleu, taché de blanc, essai par la 
méthode classique des dilutions. Nous avons obtenu 4 variétés, 
toutes 4 revers blanc, sans diffusion de pigment dans le substrat : 

a) Une variété verte. 

b) Une variété vert bleu sombre. 

c) Une variété vert bleu clair 

d) Une variété blanche. 

Les colonies vertes (couleur 330 du code de Klingsieck) sont 
de teinte uniforme, homogéne, non marginées. 

Les colonies vert bleu sombre (867 du code de Klingsieck) 
VB + 3867) sont lmitées par une auréole blanche discréte qui se 
teinte par la suite. 

Les colonies vert bleu clair (872 du code de _ Klingsieck) 
(VB — 3872) sont entourées d’une couronne blanche trés large et 
persistante. 

Enfin les colonies blanches pléomorphiques offrent un aspect 
cotonneux trés particulier qui les différencie nettement. Elles 
sporulent mal. 

Aprés repiquage sur gélose de Gorodkowa et ensemencement 
sur milieu de Challinor, l’activité de ces souches a été la sui- 
vante (10) : 


(9) S.-H. CHaLuinor et J.-Mac Naucuton, J. Path. a. Bact., 1943, 55, 441. 

(10) exprimée en unités brutes sans application d’un facteur de 
correction. Nous regrettons que le manque d’étalon international de 
travail ne nous ait pas permis de comparer nos résultats avec ceux 
des techniciens de langue anglaise. 
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PREAUER DEUXIEME 
essai essai 
WATiCLGmne lei wack, Sat ths << AU 0 
Variété vert bleu foncé. . . . 6 10 
Variété vert bleuclair. .... . 2 6 
Narietésblanche= dons. aoe ae ent 0 0 
Souche d'origine. 4a6U 0 


Encouragés par ces premiers résultats, nous avons étendu nos 
recherches aux diverses souches de P. notatum en notre posses- 
sion, dont l’origine et la parenté avec la souche de Fleming nous 
étaient tout a fait inconnues; le tableau suivant indique l’acti- 
vité bactériostatique maxima, en milieu de Challinor des 
variantes obtenues 


SOUCHES VERTE VERT-BLEU-FONCE VERT-BLEU-CLAIR 
92. 10, 6 
bal Oe ee Og ee ae, See eee 6 3 
SPeoks ete. Gf ae aie Dy 40 42 
Lis SLs Evcek Gare, bniees Dov aes 8 » 
Reng ata oh ohio ce iota A ce ee 42 42 
Vitis) Sei] by acta! ales aie) Sere Se 5 ae » 40 8 
OX Aer Bee ray sea oe ot, » 6 4 


Le type blane cotonneux, pléomorphique dominant, sans acti- 
vité bactériostatique, d’obtention malheureusement trop fréquente 
et trop facile a partir de tous les échantillons, n’a pas été 
indiqué. 

Dans l’ensemble, ces résultats n’ont pas confirmé de maniére 
éclatante notre premier essai dans lequel les colonies vert bleu 
foncé s’étaient montrées nettement plus actives. C’est Ja raison 
pour laquelle nous avons pensé 4a serrer le probléme d'un peu 
plus prés, en ayant recours pour la dissociation des souches, non 
plus 4 la méthode par trop grossiére des dilutions, surtout lors- 
qu’on a affaire aux conidies agglutinées de Penicillium, mais 
aux cultures monospores obtenues a laide du micromanipula- 
teur pneumatique réalisé par un de nous (11, 12). 


II. — DissociaTIoNS AU MICROMANIPULATEUR. 
1° Souche 4222 avec titrages sur milieu de Challinor. 


Deux souches ont été choisies pour les dissociations au micro- 
manipulateur en raison de leurs caractéres bien tranchés : 

a) La souche initiale 4222, tout a fait atypique sur Sabouraud, 
de teinte blanc grisatre, avec de nombreuses plaques coton- 
neuses non sporulées, d’activité bactériostatique faible: 4 a 
6 unités par centimétre cube sur milieu de Challinor. 


(11) P. de Fonsrune, Recherches et Inventions, 1937. 
(12) J. Comanpon et P. de Fonsrunr, ces Annales, 1938, 60, 113. 
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b) Une souche provenant au cinquiéme passage d’une dissocia- 
tion de 4222 par la méthode des dilutions ; belle nappe vert bleu 
foncé (367) sur Sabouraud, avec bolonice, secondaires blanches, 
cotonneuses, d’activité bactériostalique nettement plus élevée : 
6 a 10 unités par centimetre cube. 

Ces premiers essais de cultures monospores qui ont porté sur 
3 générations, ont permis d’obtenir 3 lignées d’aprés Daspect des 
cultures et leur morphologie, les caracteres microscopiques des 
spores ect du mycélium, Vactivité bactériostatique 

a) Le premier type, de teinfe bleu vert fonceé, légerement coton- 
neux, largement marginé de blanc, a plis radiés, végétation 
rapide, revers jaune et exsudation jaune abondante. Spores régu- 
ligres sphériques, mouillables; Hyphes régulitrement  cylin- 
driques. Activité bactériostatique élevée, en comparaison de la 
souche initiale (10 4 16 unités contre 6 a 10). 

b) Le second, blanc, trés cotonneur, surface plane, tendant 
a la filamentisation et a la végétation rapide, revers non colorés, 
exsudation peu accusée, incolore; spores irréguliéres de taille 
et de forme, non mouillables. Hyphes souvent boursouflés. 
Activité bneleriosiatigue nulle ou faible (0 a 6). 

c) Le troisiéme, vert bleu clair, non cotonneux, légérement 
marginé de blanc, vaguement radié, végétation lente, revers 
jaune, exsudation peu abondante. Spores réguliéres, mouillables. 
Hyphes réguliers, fins, avec tendance & l’anastomose. Activité 
bactériostatique faible ou moyenne (1 A 10). 

Notons encore que : 

d) Le mélange des spores du méme groupe ne semble pas avoir 
exercé d’influence sur l’activité bactériostatique. 

e) Dés la deuxiéme génération, les mycéliums obtenus (56, a 
partir de 2 spores) un de type bleu vert foncé, Vautre de type 
vert bleu clair, ont reproduit exactement les caractéres des mycé- 
lums d’ot ils étaient issus. 

f) Dans un méme groupe, toutes les spores, malgré l’aspect 
identique des cultures filles qui en proviennent ne donnent pas 
la méme activité biochimique. 


2° Nouvelles dissociations sur souches diverses. 


Pour vérifier la valeur de ces premiéres constatations, nous 
avons poursuivi les dissociations sur diverses souches : Penicil- 
lium notatum 4222, N R.R.L. 832, 1978, et Penicillium chryso- 
genum 1751. 

1° Souche 4222. — Sur des milieux divers plus favorables que 
le Challinor : mieux au mott et & la peptone de caséine, puis 
sur milieu complexe (L.T.M.) a base de lactose, d’extraits végé- 
taux et de mélasse, nous avons poursuivi l’étude de la 
souche 4222. 
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a) Les résultats confirment nos premiéres conclusions : la mar- 
gination blanche pléomorphique, peu sporogéne, a coincidé avec 
une chute d’activité biochimique (0 contre 20 a 50 pour le type 
normal). 

b) Dés la deuxiéme génération, les cultures monospores non 
pléomorphiques donnent des colonies ayant Jes mémes caracteres 
culturaux mais d’activité trés variable, de 10 a 50 unités par 
exemple. : 

c) La culiure monospore permet de déceler les spores a lrés 
haute activité bactériostatique. 

2° Souche 832. — a) Aprés deux dissociations qui ont permis 
Vobtention de cultures monospores trés actives, il est apparu 
une réduction de cette activité qui a coincidé avec la margination 
large pléomorphique des cultures méres comme des cultures filles 
(15 4 20 unités contre 35). 

b) La souche 832 a présenté selon les générations une activité 
plus réguliére que 4222, avec cependant les mémes variations 
entre les spores. 

3° Souche 1978 (premier essai). Souche trés peu active, non 
homogene a forte tendance au pléomorphisme. 

Ces premiers isolements, sur modt, ont donné des résultats 
aberrants sans rapport avec l’aspect des cultures sauf en ce qui 
concerne le pigment diffusible. Malgré la margination blanche 
constante sur toutes les cultures une seconde dissociation est 
effectuée. 

Comme avec les souches 4222 et 832, l’activité des spores dis- 
sociées a été trés variable d’une spore 4a IJ’autre. 

Comparée aux cultures 4222 sur méme milieu, l’activité a été 
considérable malgré l’existence d’une large marge blanche pléo- 
morphique (de 40 a 80 unités). 

4° Souche 1978 B (deuxiéme essai). Souche trés active, culture 
homogéne. Dissociation sur Sabouraud. Titrage sur milieu 
LN. 

Les souches a large marge pléomorphique obtenues ont montré 
une grande activité bactériostatique presque égale a celle des 
souches non marginées. C’est a leur sporogénése difficile et lente 
qu’il faut vraisemblablement attribuer les variations et lirrégu- 
Jarité de cette activité (13). 

5° Souche Chrysogenum 1951. Toutes les cultures monospores 
identiques obtenues se sont montrées beaucoup plus actives que 
la cullure mére témoin mais cependant trés différentes les unes 
des autres (de 40 & 80 unités au lieu de 20). 


(13) Nous n’avons pas indiqué les taux bactériostatiques qui seront 
donnés dans un travail ultérieur d’ensemble sur la production de I+ 
pénicilline. : 
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CONCLUSIONS. 


De ces nombreux essais, nous pouvons déduire les conclusions 
suivantes : 

1° L’activité bactériostatique est lapanage de certaines souches 
qui constituent de véritables races chimiques; mais contrai- 
rement a ce que l’on observe avec les agents microbiens, cette 
activité biologique est loin d’étre fixe et réguliére: elle peut 
s’exalter, diminuer, et méme presque disparaitre. 


2° Comme il est de régle pour beaucoup de champignons, et 


comme |]’a montré récemment l’un de nous pour Eremothecium 
ashbyii (14) il est possible de dissocier ces races, soit par la 
vieille méthode des dilutions, soit mieux au micromanipulateur 
pneumatique, en plusieurs types assez nettement caractérisés. 

3° Le milieu semble combattre ou au contraire faciliter la dis- 
jonction des types. 

4° Le pléomorphisme retentit dans certains cas sur la sécrétion, 
peut-étre indirectement, en ralentissant ou en supprimant la spo- 
rogénése. I] apparait comme difficilement reversible. La margi- 
nation marque souvent le premier pas vers le pléomorphisme. 

5° L’activité bactériostatique est liée dans une certaine mesure 
avec les caractéres culturaux de ces variantes : aspect et colora- 
tion des cultures et des revers, margination des colonies isolées, 
rapidité de la végétation et de la sporulation, sécrétion de 
pigment diffusible (15). 

6° Pour une souche donnée, elle varie avec les cultures de 
méme age obtenues a partir de la souche initiale puis, toujours 
par culture monospore, d’une génération a l’autre, dans cha- 
cune des lignées : les individus ainsi obtenus doivent se répartir 
au point de vue de l’activité suivant une courbe en cloche plus 
ou moins étalée dont il serait intéressant de préciser la forme. 

7° En raison de la tendance a la dissociation et des variations 
de V’activité bactériostatique de Penicillium notaitum, les cultures 
monospores a partir de souches sélectionnées semblent indis- 
pensables, a chaque génération, pour augmenter les probabilités 
d’obtention de spores a grande potentialité biochimique. 

En attendant le moment de leur utilisation, ces cultures mono- 
spores doivent étre mises 4 ]’abri de toutes les causes de varia- 
tion grace a l’emploi de méthodes de conservation convenables, 
par exemple en ampoules scellées sous azote des spores désséchées 
sous vide moléculaire aprés congélation. 


(14) G. Arracon, J. Mainiz, R. Rerarr et H. Vetu, C. R. Acad. Sci., 
1945, 220, 65. 


(15) L’étude cytologique de ces variantes a été entreprise par Mile De- 
laporte et M. Saccas. 


CONTRIBUTION AU DIAGNOSTIC ET AU TRAITEMENT 
DE LA FIEVRE RECURRENTE A SP/ROCHAETA DUTTONI 
DANS L’AGGLOMERATION DE DAKAR | 


é par H. BOIRON. 


(Institut Pasteur de (A. O. F. Dakar.) 


iLa fiévre récurrente 4 tiques n’est pas rare & Dakar. Le nombre 
de cas dont nous avons eu connaissance s’éléve en effet a 205 
pour une période de trois années : 


10 a Oe tabe ga ie gee eta ne So 412 cas (28 euroréens et 84 indigénes). 
on eon a weap Cire 30 cas (145 européens et 15 indigénes). 
MO EE ee Se awh eens 63 cas (27 européens et 36 indigénes). 


Bien heureusement, cette affection ne se termine que trés 
exceptionnellement par la mort. I] n’en demeure pas moins 
qu’elle doit étre considérée comme grave si |’on tient compte des 
manifestations pénibles qui l’accompagnent, de la fréquence des 
séquelles qu’elle entraine et de Ja lenteur parfois considérable 
du retour a la guérison. D’ot J’intérét d’un diagnostic précoce, 
si toutefois existe un mode de traitement capable de stériliser 
rapidement |’organisme et d’arréter la maladie dans son évolu- 
tion. Au cours de cette étude, notre but sera, d’une part, 
d’apporter quelques éléments susceptibles de faciliter le dia- 
gnostic, en outre, d’indiquer un mode de traitement qui nous 
a paru supérieur A ceux préconisés jusqu’ici. 


* 
* ok 


Il est classique de distinguer une récurrente sanguine et une 
récurrente méningée. Pour certains auteurs, il n’existe pas de 
récurrente A spirochéte de Dutton sans réaction méningée. 
Gallais, faisant sienne l’opinion émise par Remlinger et Bailly, 
pense que « l’atteinte méningée est non une complication, mais 
une détermination presque obligatoire de la maladie ». Gonnet 
parait étre du méme avis. Il semble bien, en effet, que les malades 
présentent, dés le début de laffection, un syndrome méningé 
mineur que seule une recherche systématique peut mettre en évi- 
dence ; puis le spirochéte envahit le névraxe; il crée alors la 
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méningo-encéphalite: qui ne doit pas non plus étre considérée 
comme une complication, mais comme un stade plus avancé de 
la maladie. Ce stade encéphalo-méningé est appelé « récurrente 
méningée », expression impropre puisque tout le névraxe parti- 
cipe au processus et que l’atieinte méningée existail dés le début 
de la maladie. Dans ces conditions, il nous parait plus rationnel 
de distinguer, dans l'étude clinique de la fiévre récurrente a 
tiques, une période de début et un stade encéphalo-méningé. 


La forme de début est la plus fréquemment rencontrée, du moins 
chez l’indigéne. Elle débute brutalement par des frissons et une hyper- 
thermie & 40° s’accompagnant de céphalée violente 4 type frontal. 
Parfois l’accts dure seulement quelques heures et la défervescence 
s’accompagne alors d’une transpiration abondante. Il semble que la 
guérison puisse survenir aprés cet unique accés, & type pseudo-palustre, 
et en l’absence de tout traitement. Mathis, Durieux et Advier, au cours 
d’expériences de transmission & homme de Spirocheta duttoni par 
piqdres de tiques infectées, ont démontré l’existence de ces cas avortés 
“qui, dans la pratique, ne sont jamais diagnostiqués. Quelquefois 1’hyper- 
thermie se prolonge une semaine entre 38° et 38°5. Le plus souvent, la 
fiévre persiste au-dessus de 39° pendant trente-six 4 quarante-huit 
heures, puis la chute thermique se produit et le malade s’éveille apy- 
rétique le matin du troisitme jour. On croit la guérison prochaine ; 
cependant il persiste un état saburral marqué des voies digestives avec 
nausées et quelquefois vomissements ; le malade est subictérique ; son 
foie est généralement un peu gios et sensible ; la constipation est 
habituelle ; une albuminurie légére (10 & 20 centigrammes) n’est pas 
rare. Et surtout le malade se plaint ; il accuse d’abord cette céphalée 
frontale, plus précisément périorbitaire, qui persiste aprés la défer- 
vescence et malgré les analgésiques ; il signale également courbatures, 
douleurs lombaires, myalgies. Devant un tel tableau clinique, en vérité 
assez imprécis, la pensée doit étre attirée vers la possibilité d’une 
récurrente. L’interrogatoire et un examen attentif du systéme nerveux 
permettront alors, le plus souvent, de révéler quelques anomalies 
discrétes : mouches volantes, sensations vertigineuses fréquentes, légére 
raideur de la nuque observée au cours de la flexion passive de la téte, 
parésies et légers troubles des réflexes au niveau des membres inférieurs. 

L’examen direct du sang, recueilli au cours de la poussée fébrile, 
montre des spirochétes dans 20 p. 100 des cas environ. L’inoculation 
de quelques gouttes de sang, prélevé méme aprés la défervescence, 
infecte 4 coup stir le rat blanc ou la souris blanche ; mais le spirochéte 
n’apparait dans le sang de l’animal qu’au bout de cing & six jours 
et quelquefois plus. La ponction lombaire n’a pas été pratiquée a cette 
période. 

L’apyrexie dure, totale, de huit & douze jours en moyenne. Pendant 
cette période le malade est asthénié ; il souffre toujours de la téte ; 
son teint est terreux. Dans les cas favorables apparait alors, calqué sur 
le premier, un second clocher bientét suivi d’une nouvelle défer- 
vescence ; et l’alternance de bréves périodes fébriles et de phases apy- 
rétiques d’une durée de huit A quinze jours permet de faire le 
diagnostic. 
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Mais il n’en est pas toujours ainsi. L’atteinte encéphalo- 
méningée peut en effet apparaitre tres précocement, soit au cours 
de la premiére poussée fébrile, soit deux ou trois jours aprés le 
début de la premiére période d’apyrexie ; généralement elle se 
produit trois semaines environ aprés le début du premier accés 
de fiévre. Les signes habituels, a ce stade de la maladie, sont les 
suivants : le malade est lucide, quelquefois un peu obnubilé ; il 
est couché en chien de fusil, accuse une céphalée frontale ou 
occipitale toujours trés violente, et présente des nausées, des 
vomussements, de la constipation et des troubles sensitifs; la 
température demeure entre 37°5 et 38°5; le pouls est ralenti; 
le signe de Kernig existe mais rarement trés marqué ; les troubles 
des réflexes sont variables mais constants; les parésies des 
membres inférieurs sont fréquentes ; enfin on note souvent un 
ptosis léger et parfois une paralysie de la convergence. 

Lorsque la méningo-encéphalite fait suite A une ou plusieurs 
récurrences, sa nature ne fait guére de doute; lorsqu’elle se 
manifeste au cours du premier acces de fiévre, il n’en est pas 
de méme. C’est ici que l’examen du liquide céphalo-rachidien 
recueilli dans les premiers jours de l’atteinte encéphalo-méningée, 
donne des indications précieuses. L’inoculation de ce liquide 
permet de porter un diagnostic ferme ; mais le spirochéte n’appa- 
rait qu’aprés un délai variable (de trois 4 dix-neuf jours) dans 
le sang de la souris blanche. Or, les troubles subjectifs, nous 
l’avons vu, sont trés importants. La ponction lombaire calme 
assez souvent les céphalées, mais pour peu de temps; et elle ne 
peut étre répétée chaque jour sans inconvénient. Un traitement 
efficace doit étre mis en ceuvre immédiatement ; c’est pourquoi 
le diagnostic de la nature de la méningo-encéphalite présente un 
intérét de premier ordre. L’examen soigneux du liquide ¢céphalo- 
rachidien nous permet de porter ce diagnostic en vingt-quatre 
heures, avec de bonnes chances de succés. 

Depuis le début de nos recherches, nous avons examiné dans 
ces conditions 42 liquides qui ont infecté la souris. En dehors de 
la recherche microscopique des spirochétes et de inoculation, 
cet examen comporte la numération et Ja formule cytologique des 
éléments blancs, le dosage de l’albumine, le Bordet-Wassermann 
et le Kahn, le benjoin colloidal. 


Dans tous les cas, le liquide céphalo-rachidien s’est montré limpide 
ou a peine opalescent, et la recherche microscopique des spirochétes 
est demeurée négative. Chez trente-neuf malades, nous avons noté une 
teneur élevée en albumine (0,40 g. 4 1 g.) et une importante réaction 
cellulaire (200 4 400 éléments en moyenne), les limites extremes étant 
respectivement 58 et plus de 500 cellules. La formule cytologique du 
liquide est caractérisée par une lymphocytose prédominante (80 p. 100 
en moyenne de lymphocytes et 20 p. 100 de polynucléaires ou de poly- 
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nucléaires et de monocytes). Dans tous les cas, les réactions de Bordet- 
Wassermann et de Kahn se sont montrées négatives. La réaction du 
benjoin colloidal n’a pu étre pratiquée que sur vingt-cing liquides : 
dans treize cas la précipitation a été obtenue dans la zone syphilitique, 
la zone méningitique demeurant muette ; douze fois la réaction est 
demeurée négative. 

Dans un cas l|’albuminorachie était normale (0,22 g.), mais toutes 
les autres réponses concordaient avec ]’inoculation positive : cinquante- 
huit éléments, BW et Kahn négatifs, benjoin 222200021000000.0. Chez 
les deux derniers malades observés, l’examen du liquide s’est trouvé en 
contradiction avec le résultat positif de l’inoculation : pour l’un : quatre 
éléments, 0,22 d’albumine, BW et Kahn négatifs, benjoin non prati- 
qué ; pour l’autre : trois éléments, 0,22 d’albumine, BW et Kahn néga- 
tifs, benjoin 000000220000000.0. 


Ainsi donc Vexamen du liquide céphalo-rachidien peut per- 
mettre de réunir un faisceau de signes qui, s’ils sont constatés - 
simultanément, constituent une forte présomption en faveur de 
la fiévre récurrente et doivent, 4 notre avis, déclencher la sanc- 
tion thérapeutique. Ces signes sont les suivants : 

a) Liquide clair ; 

b) Réaction cellulaire importante et formule cytologique bi- 
garrée ; 

c) Taux d’albumine élevé ; 

d) Réactions de Bordet-Wassermann et de Kahn négatives ; 

e) Benjoin colloidal négatif ou positif dans la zone syphili- 
tigue seulement. 

Nous n’avons envisagé ci-dessus que les cas de récurrente 
cérébro-méningée confirmés (inoculation du liquide céphalo- 
rachidien positive). Il nous a paru intéressant de noter également 
les cas pour lesquels |’inoculation 4 la souris est demeurée néga- 
tive alors que les signes cliniques de l’affection, puis l’examen 
du liquide, nous avaient fait porter le diagnostic de fiévre récur- 
rente. Nous avons ainsi relevé 10 cas, tous indigénes, ou, contre 
notre attente, les souris inoculées ne se sont pas infectées. 
Certes, diverses raisons peuvent étre invoquées pour expliquer 
cette contradiction : liquide conservé dans de mauvaises condi- 
tions, malades ayant déja regu une ou plusieurs injections d’un 
produit arsenical avant la rachicentése. Faute de renseignements 
précis, nous admettons tout simplement que les données fournies 
par l’examen du liquide céphalo-rachidien permettent, trois fois 
sur quatre environ (trente-neuf fois sur cinquante-deux dans 
notre statistique), de porter rapidement et A bon escient le dia- 
gnostic de méningo-encéphalite récurrentielle. 

* 
* 

De nombreux produits médicamenteux ont été utilisés dans le 

traitement de la fiévre récurrente, qu’il s’agisse de récurrente 
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mondiale ou de récurrente a tiques. Les sels d'antimoine, les sels 
de bismuth, les sels d’or ont peu de partisans. La plupart des 
arsenicauxX successivement essayés (atoxyl, hectine, 606, 914, 
galyl, ludyl, olarsol, luargol, uacétylarsan, stovarsol, sulfar- 
sénol, etc.) ont eu chacun leur heure de succés. Actuellement, 
trois d’entre eux sont encore utilisés de facon courante ; ce sont 
deux produits trivalents (novarsénobenzol et sulfarsénol) et un 
pentavalent (acétylarsan). Ces composés passent pour donner de 
bons résultats dans la récurrente 4 poux. Il n’en est pas toujours 
de méme dans les récurrentes A tiques. En Afrique Occidentale 
Francaise en particulier, les échecs thérapeutiques sont nom- 
breux. D’une part, le traitement arsenical doit étre suffisamment 
énergique et prolongé pour éviter les rechutes qui, malgré cette 
précaution, ne sont pas rares; en outre l’invasion du névraxe 
se produit quelquefois malgré le traitement, qu’elle apparaisse 
a la suite de la premiére injection médicamenteuse ou en fin de 
série. En effet, l’acétylarsan et le sulfarsénol ne possédent pas, 
semble-t-il, de propriétés spirillicides suffisantes; quant au 
novarsénobenzol, et méme au sulfarsénol, on a pu leur reprocher 
de déclencher lVapparition des phénoménes méningés; ce n’est 
pas démontré ; mais il est certain, en tout cas, que le néosal- 
varsan et ses dérivés sont sans action sur les syndromes cérébro- 
méningés, faiblesse qui a son importance lorsqu’on connait |’affi- 
nité de Spirocheta duttoni pour les centres nerveux. 


Dans ces conditions il importait de trouver un produit suscep- 
tible d’agir sur le parasite, qu’il ait ou non franchi la barriére 
méningée et par conséquent sirement incapable de favoriser 
Vévolution de la maladie vers la phase encéphalo-méningée. 
Dans le traitement de la trypanosomiase, ce but a été atteint par 
Vutilisation, soit de synergies médicamenteuses (morany]l-trypar- 
samide ou moranyl-orsanine), soit de ]’orsanine ou du trypoxyl 
suivis d’une série de tryparsamide, soit de l’orsanine seule qui est 
employée avec succés tant dans les formes lymphatico-sanguines 
que dans les formes nerveuses au début de leur évolution. L’un 
de ces trois modes de traitement meéritait d’étre essayé dans le 
traitement de la fiévre récurrente. 

Nous nous sommes adressé a l’orsanine sodique (270 Four- 
neau) avec laque!le nous avons traité, en 1942, sept formes de 
début de fiévre récurrente. La stérilisation rapide et définitive de 
la circulation périphérique, la disparition des troubles en vingt- 
quatre A quarante-huit heures, nous ont incité 4 poursuivre dans 
cette voie. En 1943, nous avons soigné et guéri, par la méme 
méthode, 8 nouveaux cas de fiévre récurrente a leur période de 
début ; nous avons également attaqué a l’orsanine 2 cas de récur- 
rente encéphalo-méningée avec l’intention de compléter le trai- 
tement par quelques injections de tryparsamide ; a notre satis- 
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faction, l’orsanine seule s’est révélée efficace et a permis la gué- 
rison des deux malades. A l’heure actuelle, notre statistique 
comporte 33 cas que nous allons examiner de plus prés et a 
propos desquels nous indiquerons la méthode que nous utilisons 
pour le traitement et son contrdle, ainsi que les résultats que 
nous avons obtenus. 


Le diagnostic positif a été porté, soit de fagon formelle par la 
mise en évidence du spirochéte (examen microscopique ou ino- 
culation), soit avec les meilleures garanties par |’examen du 
liquide céphalo-rachidien. Alors se pose l’indication de Jl’orsa- 
nine qui réclame un assez bon état général, l’intégrité du fond 
d’ceil, une tension artérielle et une azotémie sensiblement nor- 
males ; une faible dose d’albumine dans les urines n’est pas une 
contre-indication mais demande une surveillance particuliére. 
L’orsanine est utilisée en solution au 1/10 dans Veau distillée ; 
la solution est préparée au moment de ]’emploi ; l’injection, faite 
profondément sous la peau du flanc, est peu douloureuse. L’orsa- 
nine provoque fréquemment des nausées et des vomissements ; 
c’est la premiére injection qui entraine les troubles digestifs les 
plus marqués, les injections suivantes étant mieux tolérées. 
Aussi nous commengons maintenant par linjection préparante 
d’une dose ninime d’orsanine (10 4 20 cg.) suivie, Ie lendemain 
méme, de la dose thérapeutique suffisante (2 cg. par kilogramme 
de poids). Cette dose utile est répétée une fois cing jours plus 


tard dans les formes de début; les formes nerveuses exigent un. 


total de trois 4 quatre injections séparées les unes des autres par 
le méme intervalle de cing jours. Le malade doit, de préférence, 
étre 4 jeun le matin de la piqdre ; il absorbe 1 g. d’hyposulfite 
de soude en solution le jour méme et le lendemain de chaque 
injection arsenicale. 


Les 83 cas de fiévre récurrente que nous avons traités 
par l’orsanine ont tous été confirmés par Vinoculation; ils 
comprennent 20 cas a la phase de début et 13 cas au stade encé- 
phalo-méningé. 

Les 20 récurrentes a la phase septicémique intéressent 5 Euro- 
péens et 15 indigénes. La guérison des 5 Européens a été obtenue 
rapidement et définitivement. Sur les 15 indigenes, 13 ont éga- 
lement guéri rapidement; le quatorziéme, Y. D... (cas n® 19) 
a fait une poussée fébrile transitoire seize jours aprés la fin du 
traitement, puis tout est rentré dans l’ordre sans nouvelle injec- 
tion médicamenteuse ; mais les inoculations pratiquées avec le 
sang prélevé sur Y. D... trente et quarante-cing jours aprés la fin 
du traitement, ont permis d’infecter la souris; sans qu’aucun 
traitement complémentaire ait été institué, les inoculations pra- 
tiquées les soixantiéme et soixante-quinziéme jours sont demeu- 
rées négatives et Y. D... n’a présenté aucune manifestation 
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pathologique durant les six mois pendant lesquels il a été suivi. 
Le quinziéme cas concerne un tirailleur, G. T... (cas n° 22) qui, 
présentant un accés de fiévre treize jours aprés la fin du traite- 
ment, a été aussitot soumis, par un confrére, A une cure d’acé- 
tylarsan. 

Les 13 cas traités au stade nerveux intéressent 12 Européens 
et 1 indigéne. Dans 2 cas (cas n° 26 et 27), les malades, appa- 
remment guéris par le traitement a l’orsanine, ont rapidement 
quitté A. O. F, et ont été perdus de vue; ils ne doivent pas 
entrer en compte. Sur les 11 cas que nous avons pu suivre, nous 
enregistrons 7 succés complets, 3 échecs certains et 1 succés dou- 
teux. Les 3 échecs concernent, en premier lieu, un sous-officier 
infirmier (cas n° 29) que l’orsanine a seulement amélioré, et qui 
a présenté, quelques semaines aprés la cure, une rechute que la 
tryparsamide semble pour le moment avoir jugulée; en second 
lieu, un religieux (cas n° 30) qui a mal toléré l’orsanine et chez 
lequel les signes méningés n’ont en aucune facon été amendés 
par le traitement; le troisieme insuccés concerne un tirailleur, 
D. D... (cas n° 31) qui présentait une forme nerveuse compliquée 
d’irido-choroidite ; aprés échec d’une série d’acétylarsan, le 
malade a été repris a l’orsanine sans plus de succés ; aprés quol 
la pénicilline (1.800.000 unités), puis un traitement combiné 
pénicilline-orsanine ont été essayés; le malade n’a tiré aucun 
bénéfice de ces cures diverses ; |’examen direct du sang montrait 
encore des spirochetes et les troubles oculaires persistaient. Enfin 
nous signalons comme succés. douteux le cas d’un jeune garcon 
(cas n° 18) chez lequel apparut, un mois environ aprés la fin du 
traitement, une réaction méningée qui dura vingt-quatre heures 


et céda spontanément. 


* 
* 


Nous avons indiqué plus haut que nous éliminions de notre 
statistique deux malades qui avaient quitté Dakar dés la fin de 
leur traitement, et qu’en l’absence de nouvelles sur leur état, 
nous ne pouvions considérer comme définitivement guéris. Quand 
pouvons-nous donc parler de guérison ? Ce contrdle de guérison, 
nous le basons d’abord sur la surveillance clinique des malades 
pendant un minimum de deux mois aprés leur guérison apparente, 
en outre, sur le résultat de deux inoculations de sang a la souris, 
la premiere dix jours et la seconde un mois aprés la derniére 
injection médicamenteuse. Nous avons rarerent pu_pratiquer, 
aprés la guérison clinique, une inoculation de liquide céphalo- 
rachidien a l’animal, car les malades, une fois leurs troubles dis- 
parus, refusent généralement la ponction lombaire. Parmi les 
25 malades guéris par l’orsanine, 7 ont pu étre suivis deux mois ; 
8 ont été revus de trois A six mois, et 8 également de six mois 
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a un an aprés le traitement; le vingt-quatriéme est venu nous 
revoir avant son départ; il était guéri depuis quinze mois; enfin 
le dernier, préparateur a l'Institut Pasteur de Dakar, est actuel- 
lement guéri depuis trente et un mois. 

L’inoculation a l’animai pratiquée dix jours, puis un mois 
aprés la fin du traitement, constitue le meilleur test de guérison 
de la fiévre récurrente ; elle ne nous a jamais fait défaut. Mais 
en cas d’échec du traitement, une réponse positive obtenue qua- 
rante 4 cinquante jours aprés la derniére injection médicamen- 
leuse, est malheureusement trop tardive. Nous espérons pouvoir 
trouver un autre test susceptible de fournir une réponse plus 
rapide. 

* 
pe oe 


En résumé, début brutal par frissons, fiévre a 40° et violente 
céphalée frontale, défervescence du troisiéme jour mais persis- 
tance de l’état nauséeux et du mal de téte, foie sensible, subic- 
tere, petits signes méningés, tels sont, a notre avis, les symp- 
tomes qui doivent alerter le praticien, et réclament 4 la fois 
examen de sang et inoculation a la souris. Troubles subjectifs 
intenses et contractures peu marquées, lucidité, parésies, troubles 
des réflexes, troubles oculaires, caractérisent la méningo-encé- 
phalite récurrentielle qui sera confirmée par l’examen du liquide 
céphalo-rachidien. 

Cette affection était jusqu’ici rebelle & presque toutes les thé- 
rapeutiques. L’orsanine sodique nous a donné des résultats satis- 
faisants ; c’est un produit actif sur le spirochéte et qui peut étre 
administré sans danger 4 condition d’étre manié prudemment et 
a bon escient. Aprés avoir éliminé les cas douteux ou dont 
Vobservation a été insuffisante, il résulte de nos essais que le 
bilan de lVorsanine dans le traitement de la fiévre récurrente 
a spirochéte de Dutton peut étre ainsi schématisé : 


SP SUIRNTNGINICES & 5 aS te ons 25 guérisons (80 p. 100 de succés). 


Ces traitements concernent : 


érisons (90 p. 100 de succés). 


u 
uérisons (63 p. 100 de succés). 


20 cas au stade de début. ... i8g 
44 cas au slade encéphalo-méningé. 7 g 
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SUR L’ACTION TRYPANOCIDE SPECIALE 
DE CERTAINS DERIVES DE LA PHENANTHRIDINE 
POUR 7. CONGOLENSE 


par L. LAUNOY et M": M. PRIEUR. 


Dans un mémoire récent (1) J. Carmichael et F. R. Bell 
étudiant au Laboratoire de Recherches Vétérinaires d’Entebbe 
(Uganda) l’action de certains produits sur l’affection 4 T. congo- 
lense, signalérent les bons résultats qu’ils obtenaient pour le trai- 
tement. de cette infection au moyen d’un nouveau dérivé 
(corps 1553) de la phénanthridine. 

Certains dérivés de la phénanthridine avaient été fabriqués par 
Browning, Morgan, Robb et Walls en 1938. Etudiés par Brow- 
ning (2) et ses collaborateurs en 1938, l’un des composés (S.897) 
se montra trypanocide a la fois sur T. brucei et sur T. congolense 
chez la souris, a la dose de 1 mg. pour 20 g., ce qui est prés de la 
dose toxique. Ce composé (S. 897) fit Vobjet de la part de 
Hornby (8) et de ses collaborateurs, en 1943, et de Carmichael et 
Bell (1) en 1944, d’études sur le bétail de Est africain. Un nou- 
veau dérivé de la phénanthridine, le 1553, s’est montré, entre les 
mains de Carmichael et Bell, et sur le bétail infecté par T. congo- 
lense, doué d’une activité trypanocide élevée ; une dose unique de 
ce produit peut provoquer la stérilisation. Les expériences de ces 
auteurs étaient faites sur des zébus atteints d’affection chronique 
a T. congolense. La dose thérapeutique fut de 1 mg. par kilo- 
gramme de poids. Les injections étaient pratiquées par voile sous- 
cutanée. Nous avons recu en 1945, des doses de S. 897 &t de 
S. 1553 ; nous avons étudié ces composés sur la souris et le rat, 
infectés par différents trypanosomes (*). 

Voici nos résultats : 


I. — Corps 8. 897 (Exp. du 21 juin 1945 au 8 janvier 1946). 


Le composé 897 est le chlorure de 7-amino-9 (p-aminophény)), 
10 métylphénanthridinium, dont la formule développée est : 


(*) Nous tenons ces composés du Dt A. J. Ewrns, & qui nous adressons 
Vexpression de nos vifs remerciements. 
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ToxIcITE. 


Les doses sont données en milligrammes (D1 50). 
a Souris, voie veineuse : 0,35; vole sous-cutanée : 1,5. 
@ Rat blanc, voie sous-cutanée : 7,5 (pour 100 g. de poids). 


ACTIVITE TRYPANOCIDE. 


A. Souris. — Les recherches ont été faites sur les espéces sui- 
vantes : T. brucei, T. congolense, T. evansi, T. annamense résis- 
tant, T. equiperdum. 

1° T. brucei. — Le traitement par voie veineuse, a la dose de 
2/10 de milligramme et le traitement par voie sous-cutanée 4 la 
dose de 1 mg., sont sans résultat. Les animaux meurent en 
infection. 

2° T. congolense. — Traitement par voie veineuse. — On 
observe ici un blanchiment de cing a six jours, a partir de la 
dose de 0,025 mg. et la stérilisation est obtenue, pour une souris 
de 20 g., a partir de 0,075 mg. Les parasites disparaissent en trois 
jours. 

Aprés traitement par voie sous-cutanée, on observe le blanchi- 
ment a partir des doses de 0,05 mg. a 0,075 mg. La stérilisation 
est obtenue avec 0,1 mg. Dans ces expériences (juillet et fin 
octobre 1945), l’observation a duré plus de cent jours, les témoins 
mouraient entre cing et sept jours. Nous devons ajouter toutefois 
qu’a coté de ces évolutions suraigués, notre souche produisait 
souvent chez les témoins des maladies plus longues, parfois 
entrecoupées de crises. D’une fagon générale, la maladie durait 
de quinze A trente-six jours. Ceci pour les expériences effectuées 
en juillet 1945. Depuis novembre 1945, le virus parait s’étre 
exalté a la suite de nombreux passages, et la maladie non traitée 
évolue, sauf exceptions rares, entre six et vingt-sept jours ; la 
moyenne pour 14 animaux s’établit A quatorze jours. 

Chez le cobaye, la maladie avec cette souche évolue entre huit 
et vingt-neuf jours (d’aprés les résultats sur 10 animaux), la 
moyenne d’évolution est de seize jours. 

3° T. evansi. — Des expériences des 28 novembre et 5 décembre 
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1945, sur des souris et concernant des traitements par voile sous- 
cutanée, permettent de dire que jusqu’a 0,7 mg. pour 20 g., le 
S. 897 est sans action. Avec 1 mg., on peut observer des blan- 
chiments de vingt-quatre heures et parfois de cing jours, mais la 
rechute est réguliére. 

4° T. annamense chimio-résistant. — Un traitement par voie 
veineuse, avec des doses de 0,2 mg. et 0,3 mg. permet d’ observer 
un blanchiment de vingt-quatre heures seulement. Avec la dose 
de 0,8 mg, nous avons obtenu exceptionnellement un blanchiment 
de huit jours. Dans ces expériences, les témoins mouraient en 
quinze jours. 


B. Rats. — 1° T. brucei. — Sous la peau, |’ injection de 0,5 mg., 
ou de 1 mg. provoque quelques jours de blanchiment. Avec la 
dose de 2,5 mg. pour 100 g. de rat, on obtient la stérilisation, les 
témoins de cette expérience mouraient en six jours. 

2° T. equiperdum. — Avec 0,5 mg, on obtient déja un blan- 
chiment ; c’est d’ailleurs le seul résultat obtenu (blanchiment 
quatre jours), méme avec 2,5 mg. ‘Les doses supérieures, 5 et 
7,5 mg. beanchissent pendant une semaine environ; la rechute 
s’observe toujours, ou bien |’animal meurt trés vite, vraisembla- 
blement par toxicité, lorsque le traitement atteint la dose de 
7,5 mg. 

3° T. congolense. — Par voie sous-cutanée, et déja a la dose 
de 0,5 mg, le S. 897 est actif sur la trypanosomose 4 T. congo- 
lense du rat, le blanchiment est réalisé en vingt-quatre heures et 
la stérilisation parait étre obtenue par cette dose (observation de 
soixante-dix-sept jours). 

Chez le rat, notre virus détermine la mort entre trente-cing et 
soixante-huit jours. Les longues survies sont caractérisées par 
des crises d’une durée de deux a six jours ; c’est seulement dans: 
les dix derniers jours que la septicémie est dense et continue. 
Les animaux, dans ces expériences et dans celles qui suivent,. 
étaient traités du dix-neuviéme au vingt-troisiéme jour de leur 
infection, le sang étant, au moment du traitement, nettement 
positif. Certains animaux témoins ont présenté une _ infection 
chronique pouvant dépasser quatre-vingt-dix jours ; ils mouraient 
en infection sanguine dense. 


If. — Corps S. 4553 
(Exp. du 18 septembre 1945 au 20 février 1946). 


Le corps S.1553 est le bromure de diamino-2-7-phényl 
9-méthyl-10-phénanthridintum (nous le désignons comme bro- 
mure de dimidium). Sa formule développée est : 
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| { 
TOXICITE. 


Les doses sont données en milligrammes, comme précé- 
demment. 

a Souris, voile veineuse : 0,75 ; voie sous-cutanée : 1 mg. pour 
Due, 

8 Rat, voie sous-cutanée : entre 7,5 mg. et 10 mg. pour 100 g. 


ACTIVITE TRYPANOCIDE. 


A. Souris. — 1° T. brucei. — Le traitement par voie veineuse 
ne permet d’observer aucune action, méme avec la dose de 
0,5 mg. Avec celle de 0,75 mg., on obtient un blanchiment de 
vingt-quatre heures. 

1 mg., injecté par voile sous-cutanée, reste sans action. 

2° T. congolense. — Par la vote veineuse, on observe déja du 

lanchiment a partir de 0,05 mg. et parfois, mais rarement, on 
peut obtenir la stérilisation. Méme résultat avec 0,075 mg. C’est 
4 partir de 0,25 mg. que la stérilisation est la régle (observation 
de quatre-vingts jours). 

Par la voie sous-cutanée, la dose de 0,05 mg. produit le blan- 
chiment habituel et parfois la stérilisation. Avec 0,075 mg. la 
stérilisation est réguliére (expériences des 28 septembre et 
24 octobre 1945). L’activité par la voie sous-cutanée, est plus 
grande que par la voie veineuse. Les souris guéries par la dose 
de 0,1 mg. de S. 1553 ne sont pas réfractaires 4 une seconde 
inoculation pratiquée vingt jours aprés le traitement. 

3° T. evansi ef T. annamense chimio-résistant. — Les 
recherches sur ces parasites, aux doses de 1 mg. par voie sous- 
cutanée, pour T. evansi et aux doses de 2/10, 3/10 et 4/10 de 
milligramme par voie veineuse pour T. annamense chimio-résis- 
tant ne donnent aucun résultat positif. 


B. Rat. — 1° T. brucei. — Par voile sous-cutanée. Avec 0,5 mg. 
on a pu noter deux stérilisations sur trois (quatre-vingt-un jours 
d’observation). Avec les doses supérieures, on observe la stéri- 
lisation réguliére. 

2° T. equiperdum. — Par voie sous-cutanée, et jusqu’a 1 mg. 
compris, pas de blanchiment ; avec 2,5 mg. blanchiment de cing 
jours. Les doses plus élevées ne donnent pas de meilleurs résul- 
tats et sont toxiques. 
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Mémes résultats avec T. evanst. 

3° T. congolense. — Par voie sous-cufanée. Les doses de 
0,1 mg., 0,25 mg. et 0,5 mg. ont été slérilisantes (observation 
de quarante-trois et quarante-sept jours le 2 avril 1946). 


C. Gobaye. — Action sur T. congolense. — Les doses de 
0,05 mg., 0,1 mg. blanchissent pendant douze a seize jours. A 
partir de 0,25 mg. (pour 100 g.) l’injection étant sous-cutanée, 
le blanchiment est acquis pour au moins quarante-deux jours 
(4 avril 1946). 

Les animaux témoins infectés en méme temps que les animaux 
des essais présentaient le dixiéme jour aprés linfection un 
sang grouillant de parasites. Ils ont succombé en trente-cinq et 
trente-six jours. 


Ill. — Sulfate acide de dimidium. 


Toutes les doses de ce corps sont exprimées en bromure (Exp. 
du 28 novembre 1945 au 28 février 1946). 

Au cours de la préparation du bromure de dimidium, on passe 
par un corps intermédiaire qui est le sulfate acide de dimidium, 
dont formule. ci-dessous. 


NHAC ae vu, 
Sas ——— 
uN — 0 $0,0H 
CH, 
Cols 


Ce corps donne une solution acide qui, neutralisée par |’étha- 
nolamine et employée contre les infections trypaniques expéri- 
mentales de la souris et du rat, donne les résultats suivants : 


ToxXICITE. 


A. Souris. — Par voie veineuse, la dose de survie 60 p. 100 
est égale a 0,7 mg. Par voie sous-cutanée, la dose de survie 
100 p. 100 est égale 4 1 mg. Avec 1,5 mg., on obtient encore 
33 p. 100 de survie. 

1° Activité trypanocide sur T. congolense. — Par la voie vei- 
neuse, la dose active débute a 0,025 mg. 

Par la voie sous-cutanée, la stérilisation débute a 0,025 mg ; 
cependant avec 0,075 mg. nous avons enregistré une rechute tar- 
dive (vingt-trois jours). Quand nous parlons de stérilisation, nous 
fondons notre opinion sur des observations poursuivies pendant 
au moins cent jours (au 18 mars 1946); les animaux ont été 
sacrifiés a cette date. 
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2° Sur T. brucei, T. evansi et T. equiperdum, aucune action 
digne d’étre notée, que le traitement soit appliqué par voie sous- 
cutanée ou par vole veineuse. Nous n’avons pas dépassé 0,1 mg. 
pour 20 g. de souris. 


B. Rat. — La mort est obtenue entre 5 mg. et 7 mg. pour 
100 g., par voie sous-cutanée. ; 
Activité trypanocide. — Sur le Nagana expérimental a T. brucei 


du rat, il faut atteindre 2,5 mg. pour 100 g., pour avoir la stérili- 
sation ; dans 50 p. 100 des cas et méme avec cette dose, on peut 
observer parfois une rechule tardive (vingt et un jours). Méme 
avec 5 mg. on peut, sept semaines aprés le traitement, observer 
une rechute. 

Sur infection a T. congolense, le sulfate acide de dimidium est 
actif 4 partir de 0,1 mg. ; le blanchiment est obtenu le deuxiéme 
jour. Avec le corps 1553, le blanchiment pour cette méme dose 
s’observait en vingt-quatre heures. A partir de 0,5 mg, le sulfate 
acide de dimidium blanchit en vingt-quatre heures; la stérilisa- 
tion parait suivre, semble-t-i] (observation de quarante-trois jours), 
une dose de 0,1 mg. 


C. Cobaye (infecté par T. congolense). — La dose de 0,05 mg. 
blanchit pendant treize jours. Un animal traité par 0,1 mg. (pour 
100 g.) sous la peau est toujours blanchi le trente-sixiéme jour 
(2 avril 1946). 

IV. — Action préventive. 


Les trois corps étudiés sont sans action préventive, pour 
chacun des Flagellés qui ont fait l’objet de cette étude, T. congo- 
lense compris. 

Conclusion. 


Chez la souris, le rat et le cobaye, les dérivés de la phénanthri- 
dine étudiés par nous, présentent pour T. congolense une affinité 
trés particuliére qui en fait, contre ce Flagellé, des agents trypa- 
nocides de valeur. Les mémes composés sont inactifs contre 
T. brucei de la souris et légérement actifs contre ce méme para- 
site chez le rat. 

Ils n’ont aucune action préventive contre l’infection par les 
différents micro-organismes étudiés, y compris T. congolense. 
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Nota. — Depuis la remise de notre mémoire aux Annales de 1’Institut 
Pasteur (10 avril 1946) nous avons pris connaissance (British Journ. of 
Pharmacology and Chemotherapy, vol. 1, n° 1, mars 1946) d’un mé- 
moire de R. Wien sur l’action des composés 897 et 1553 dans les infec- 
tions 4 T. congolense de la souris. Nos propres conclusions sont en tous 
points d’accord avec celles de R. Wien. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


Znstitut Pasteur, 25, rue da Docteur-Roux, Paris, 165°.) 


Séance du 2 mai 41946. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


RECHERCHES SUR LA CHROMOGENESE 
DE CLOSTRIDIUM CORALLINUM P. ET R. 


par A. R. PREVOT et M. RAYNAUD. 


En vue d’étudier la nature et le réle physiologique du pigment 
rouge (1) de Cl. corallinum (2), nous avons cherché a en obtenir régu- 
ligrement de grandes quantités pour l’extraire et le purifier. De nos 
recherches antérieures, il résultait que ce pigment ne se produit pas 
en anaérobiose stricte, fait paradoxal puisque Cl. corallinum est 
jJustement un anaérobie strict ; il fallait donc trouver une méthode 
pour obvier a cette difficulté technique. 

En bouillon VF glucosé a 2 p. 1000 réparti en tubes de Hall sans 
bille, le pigment apparait vers le huitiéme jour en quantité modérée 
qui n’augmente plus aprés le douziéme-quinziéme jour. L’addition au 
bouillon de petites quantités d’aneurine ou d’acide indolacétique 
augmente légérement la chromogénése ; il en est de méme pour 
l’addition d’indol ; mais ces gains sont trop faibles pour étre exploités. 
L’addition de solution de Lugol est déja plus intéressante: 1 cm® 
par tube de Hall permet l’apparition du pigment a partir du cinquiéme 
jour avec un maximum au huitiéme assez intense ; 4 noter en passant, 
l’extraordinaire résistance des anaérobies 4 l’iode. Parmi les métaux 
oligodynamiques, employés & doses trés faibles (1 4 100 y par tube), 
certains ont une action favorisante modérée : manganése, cobalt, nickel, 
zinc, cérium, antimoine. D’autres au contraire ont une action intense : 
apparition du pigment dés le troisitme jour, maximum au cinquiéme 
jour permettant des récoltes abondantes : uranium, titane, lanthane 
et cadmium ; il faut employer 5 y des trois premiers, alors que le cad- 
mium sous forme de chlorure agit 4 la dose de 1 y. 


(1) Nous avions proposé a tort pour ce pigment le nom de « coralline ». 
Ce terme étant employé pour un corps chimique défini, nous renoncgons a 
son emploi et nous proposons celui de « coral'inine ». 

(2) Ces Annales, 1944, 70, 182 et 185. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 73, n° 1, 4947. 5 


66 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Les métaux suivants : fer, cuivre, magnésium, argent, mercure, 
plomb, or et platine n’empéchent pas la croissance mais inhibent 
totalement la chromogénése. 

Les actions combinées nous ont fourni de bons résultats avec les 
trois associations suivanles ; indol+uranium ; indol+manganése ; 
indol+cadmium. ; 

Mais les résultats ci-dessus exposés, obtenus en tubes de Hall, ne 
sont pas transposables de facon réguliére en récipients de grande taille 
Nous avons donc dt examiner J’influence de la forme du récipient 
sur la chromogénése. Des cultures comparées : 

1° en tubes profonds de capacilé utile inférieure ou égale & 500 cm® ; 

2° en fioles d’Erlenmeyer de 750 cm? ; 

8° en flacons cylindriques de 1, 2 et 3 litres ; 

4° en fioles plates, modéle diphtérie, de 1 litre ; 

5° en ballons spériques de 1 litre contenant 600 cm* de bouillon 
nous ont montré que la chromogénése était maximum dans les flacons 
dont la surface de réoxydation était la plus grande, 4 condition 
toutefois qu’elle permette un départ de l’anaérobie aussit6t aprés la 
désaération par ébullition. Les flacons les meilleurs sont donc : le 
flacon plat modéle diphtérie et le ballon sphérique rempli jusqu’au 
diamétre maximum. Le premier d’entre eux a cependant un incon- 
vénient : les cultures y sont irréguliéres. Au contraire le ballon 
sphérique donne des départs trés réguliers, une chromogénése intense 
4 partir du huitiéme jour, maximum du douziéme au quinziéme. 
L’addition des substances favorisantes ci-dessus étudiées a diminué le 
temps de formation du pigment et augmenté le rendement ; mais 
nous les avons avantageusement remplacées par l’addition d’hydro- 
peroxydes, 24 heures aprés le départ de ]’anaérobie, alors que la culture 
est déja trés abondante. L’eau oxygénée donne d’assez bons résultats, 
Vhydroperoxyde d’isopropyle donne des résultats encore meilleurs, 
mais c’est l’hydroperoxyde d’éthyle (3) employé a raison de 5 cm* de 
Ja solution N/10 pour un ballon de 600 cm, qui donne la chromogénése 
la plus réguliére, la plus rapide et la plus intense et permet les récoltes 
les plus abondantes. 


Conciusions. — De ces recherches, il apparait : 

1° Que la corallinine est le résultat d’une oxydation intracellulaire 
secondaire lente d’une substance incolore qui se produit préalablement 
en anaérobiose stricte dans les corps microbiens au cours des premiéres 
heures. 

2° Cette oxydation secondaire est favorisée par les métaux oligodyna- 
miques dont les plus actifs sont : l’uranium, le titane, le lanthane 
et le cadmium, ce dernier élant le plus actif de tous. 

3° Elle est. surtout favorisée par les hydroperoxydes, dont les plus 
actifs sont les hydroperoxydes d’éthyle et d’isopropyle. 

4° La surface de réoxydation secondaire joue un rdle de premier 
plan et c’est dans les ballons sphériques oxydés secondairement par 
Vhydroperoxyde d’éthyle qu’on obtient Ices récoltes les plus abondantes. 


(Unstitut Pasteur — Service de Anaérobies.) 


(3) Ces substances ont élé préparées par le professeur Max Jayte que 
nous remercions irés vivement de cette aide. 
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ETUDE D'UNE VARIETE DE D/ALISTER PNEUMOSINTES 
ISOLEE D'UNE SEPTICEMIE MORTELLE 
AVEC ABCES DU POUMON ET DU CERVEAU 


par A. R. PREVOT en M. RAYNAUD. 


Dans un cas de septicémie survenue chez un homme de 483 ans, a 
da suite d’un abcés du poumon conséculif & une pleurésie purulente, 
rous avons isolé a plusieurs reprises un anaérobie strict se présentant 
comme une variété de Dialister pneumosintes. Cet anaérobie a élé trouvé 
dans le sang par hémoculture au moment d’un des accés fébriles se 
Treproduisant tous les 40 jours, dans le pus d’un abcés du cerveau 
métastatique en associalion avec Streptococcus intermedius P et enfin 
‘dans le pus de l’abcés du poumon. Aprés un cerlain nombre d’accés 
fébriles & période réguliére (1), la cachexie s’installa et la mort survint 
-aprés deux ans de maladie. 

Morphologiquement cette souche est absolument semblable aux des- 
criptions classiques de D. pneumosinles (2) : trés petit batonnet 
‘Gram-négatif 4 la limite de la visibilité. Examiné a l’ultramicroscope, 
-on constale une amplitude trés marquée el une rapidité trés vive des 
‘mouvements browniens. Les éléments sont lancés en éclair dans toutes 
‘Jes directions avec une grande irrégularilé, mais sans jamais montrer 
la moindre mobilité vraie. D’ailleurs aucune coloration n’a révélé de 
-ciliature. L’isolement n’a pu étre obtenu que sur gélose profonde 
-additionnée de sérum frais inactivé de Japin. Les subcultures n’ont 
pu étre obtenues au début que sur bouillon additionné d’extrait de 
cervelle. Par la suite nous avons pu l’entretenir sur bouillon VF glucosé 
+ sérum en anaérobiose stricte. En praliguant les repiquages tous les 
mois, nous avons pu conserver celte souche pendant un an. Un 
chauffage de 30 minutes 4 56° ne le tue pas. Mais il meurt a 70°. 

Le caractére cultural qui différencie le plus notre souche de |’espéce 
normale est la forme des colonies en gélose profonde au sérum : celles-ci 
sont ouatées, translucides, de petite taille. 

La gélatine au sérum est liquéfiée aprés 48 heures. Le lait additionné 
de sérum est coagulé en 48 heurcs. les protéines coagulées (blanc 
d’ceuf, sérum, fibrine) ne sont pas attaquécs. 

Les glucides suivants sont fermentés sans production de gaz : glucose, 
lévulose, maltose, galactose, lactose et arabinose. 

Le nitrate de sodium n’est pas réduit en nitrite. La phénosafranine 
est réduite, de méme que le rouge neutre, mais la safranine n’est pas 
décolorée. 


(1) L’observation compléte de ce cas, relatée par MM. Rrn&é Martin, 
Guittaume et Sureau, paraitra ultérierement. Nous remercions vivement’ 
ces auteurs de nous avoir fourni ce matériel. 

(2) Voir « Les Microbes Anaérobies » Wenserc, Nativette, Prévor, 
Masson, édit., Paris, 1937, 740. 
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La fermentation du bouillon VF glucosé 4 1 p. 100, en présence 
d’extrait de cervelle ou de sérum frais inactivé a donné les produits 
suivants : acidité volatile totale 0,033 g. p. 100, consistant en acides 
butyrique et acélique dans la proportion de une partie du premier pour 
huit du second ; acide lactique ; un peu d’ammoniaque. Pas d’indol 
ni de scatol, ni de SH?, ni d’amines volatiles, ni d’aldéhyde, ni d’alcool, 
ni de cétone, ni d’acétylméthylcarbinol. 

Les cultures sont dépourvues de pouvoir pathogéne pour les animaux 
de laboratoire ; ce fait pose une fois de plus le probleme des microbes 
certainement pathogénes pour l’homme et dont on ne connait pas 
l’animal réceptif, ni-le mode d’inoculation. 

Par injections répétées de corps microbiens dans la veine d’un lapin 
nous avons préparé un sérum agglutinant la souche homologue au 
1/200. 

Cette observation a quelque analogie avec le cas récemment publié 
par Magrassi (3). Il s’agissait d’une femme de 26 ans qui présenta une 
fiévre intermittente avec poussée 4 39-41° survenant toutes les sept 
semaines et ayant abouli &4 la mort en dix-huit mois.- Toutes les 
hémocultures pratiquées au cours -des accts fébriles furent positives 
en anaérobiose stricte dans les milieux additionnés d’albumine stérile 
non chauffée. Ce germe se conserve bien en bouillon additionné d’extrait 
de cervelle et se révéle aprés un certain temps comme un anaérobi- 
micro-aérophile que l’auteur a identifié A Dialister granuliformans, 
espéce trés voisine de D. pneumosintes. A l’autopsie on trouva une 
endocardite ulcérovégétante, mais aucun des microbes causant habituel- 
lement cette lésion n’a été isolé. 

Position dans la systématique. — Notre souche n’appartient pas 4 
l’espéce D. granuliformans comme celle de Magrassi, car elle ne donne 
pas de culture granuleuse et reste définitivement anaérobie stricte. 
Elle se rapproche au contraire de D. pneumosintes dont elle ne differe 
essentiellement que par les colonies ouatées transparentes en gélose 
profonde. Nous la considérons donc comme une variété de D. pneumo- 
sintes et son étude nous a permis de préciser plusieurs caractéres 
culturaux et biochimiques de cette espéce, qui jusqu’ici n’avaient pas 
été étudiés. 

(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


COMPARAISON DE LA GELOSE AU VERT BRILLANT 
(KAUFFMANN) ET DE LA GELOSE S. S. 


par F. ROLAND. 


L'efficacité des milieux sélectifs au vert brillant pour 1l’isolement 
des Salmonelles est bien connue & l’heure actuelle. 
Ayant pu avoir un peu d’un des derniers milieux sélectifs : la 


(3) Macrasst, Boll. Ist. Sierot. Milan., 1944, 33, 185. 
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gélose 5S. S. (Salmonella-Shigella) [Laboratoire Difco] (1) nous avons 
pensé comparer les résultats obtenus par les ensemencements de selles 
de malades atteints de troubles intestinaux sur ce milieu ei sur le 
milieu de Kauffmann. 

La gélose S. S. présente cette particularité de contenir deux substances 
inhibitrices : 

— le désoxycholate de soude comme dans le milieu de Leifson (2) ; 

— le vert brillant comme dans le milieu de Kauffmann (8). 

La formule de la gélose S. S. est la suivante : 
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La dose de vert brillant employée est environ 20 fois plus faible que 
celle dont on se sert pour préparer le milieu de Kauffmann. Les sels 
biliaires spéciaux contiennent je désoxycholate de soude. 

Comme nous ne pouvons a l|’heure actuelle nous procurer ce milieu 
sous forme déshydratée, ni nous procurer ces sels biliaires spéciaux, 
nous avons modifié cette formule et nous employons du désoxycholate 
de soude a la dose de 2 g. p. 1000 & la place des sels biliaires. L’extrait 
de boeuf est remplacé par du bouillon de viande ordinaire. 

Préparation du milieu modifié par nous. — Un bouillon de viande 
peptoné, gélosé et ajusté & pH 7 est précipité 25 minutes a 118°. Au 
sortir de l’autoclave on filtre, on ajoute les différents composants et on 
raméne au volume primitif avec de l’eau distillée. On vérifie le pH 4 7. 
On répartit 200 cm* dans des ballons & fond plat et on stérilise 4 115° 
pendant 10 minutes. Ces ballons sont conservés de préférence 4 la 


glaciére. Au moment de l’emploi on fait fondre le milieu au bain-marie . 


bouillant et on répartit en boites de Pétri stériles. 


Nous voulons attirer Vattention sur plusieurs points importants. 


Le rouge neutre étant détruit 4 la lumiére il faut conserver les 
ballons et les boites de Petri 4 l’obscurité. Cet indicateur de réaction 
exige une attente de 24 heures pour que les bacilles isolés donnent 
une réponse nette sur l’attaque ou non du lactose. 

Ce milieu 4 base de désoxycholate de soude a tendance a étre humide 
lorsqu’il est récemment préparé ; si l’ensemencement est pratiqué peu 
aprés la préparation du milieu, il faut le faire sécher a l’étuve a 37° 
sinon on s’expose 4 avoir une nappe de colonies confluentes impossible 


4 reprendre. 


(1) Dirco Manuat, 7° édition, 1944. 
(2) E. Lerrson, J. Path. a. Bact., 1935, 40, 1, 581. 
(3) F. Kaurrmann, Zeitschr. Hyg. u. Infektionskr., 1937, 119, 233. 
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Le désoxycholate de soude forme autour des colonies de bacilles 
attaquant le lactose un précipité granuleux a l’intérieur de la gélose. 
Ce précipité ne géne pas l’observation des colonies translucides qut 
peuvent se développer autour des colonies rouges. Il est difficile d’obvier 
a cet inconvénient et pour éviter ce précipité les auteurs américains 
emploient justement ces sels biliaires spéciaux. 

Les bacilles attaquant le lactose donnent des colonies rouges. Les 
bacilles sans action sur le lactose se développent en formant des colonies 
incolores translucides. Les bactéries produisant de 1’H?S donnent des 
colonies qui aprés 24 heures, ont un centre noir. Ce milieu est trés 
inhibiteur pour le bacille Proteus qui ne donne que quelques colonies 
bien isolées et non envahissantes. 

Nous avons comparé ce milicu ainsi préparé au milieu de Kauffmann. 
Sur 50 examens de selles nous avons obtenu les résultats : 


MICROBES ISOLES de Kaulfmanh ie 88. 
Négatif dans les deux milieux ....... 35 35 
Bacilerdie hentia. Macs te a Sky eter oe 4 4 
Baciilerparaty pHigwevAwy. eee perce 4 4 
Bacillé paratypbique: Bro, 20 en. cere ae 4 4 
BacilevdesSbigags.aicvue carer el eee ee 0 4 
Bacillomde Plexnerat curs soled co sce aie ees 0 4 
Buyecatis aleatigenes.., 1k. seca Gare ene ee 0 4 
BxanrensypOsitits)y ica. ce sues | ie meer ) 45 


Les bacilles typhiques ont été isolés chez des malades 4 la période 
d’état de fiévre typhoide. Le bacille paratyphique A chez un porteur 
de germes. Les bacilles paratyphiques B chez des malades hospitalisés 
pour fiévre typhoide. Le bacille de Shiga chez un homme présentant 
un syndréme dysentérique avec présence de glaires dans les selles. Les 
bacilles de Flexner chez des malades ayant un syndréme dysentérique 
avec présence de sang dans les selles (il faut remarquer que deux de 
ces selles nous sont parvenues 48 heures aprés le prélévement). 


Nous pouvons conclure de ces examens que : 


Les bacilles du genre Salmonella sont isolés aussi facilement sur les 
deux milieux. 

Les deux milieux inhibent pareillement le bacille Proteus. 

Alors que les bacilles dysentériques sont inhibés par le milieu de 
Kauffmann [le fait a déja été noté par Sohier: (4)] ils se développent 
sur le milieu S. 5S. 

Nous pensons que le milieu S. S. qui présente les mémes avantages 
que le milieu de Kauffmann pour l’isolement des Salmonellae et pour 
Vinhibition du Proteus mais qui n’inhibe pas le développement des 
bacilles dysentériques doit étre choisi de préférence si l’on emploie un 
seul milieu d’isolement. 


Unstitut Pasteur. Service du Docteur Dumas.) 


mae R. Souter, J. Gricorre, G. Ravin, R. Bernoux, ces Annales, 1945, 72, 


‘oie 
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CONTRIBUTION A LA CLASSIFICATION SEROLOGIQUE 
DES BACILLES DE LA TUBERCULOSE AVIAIRE 


par fF. ROTACH. 


Les recherches de J. Furth [5], W. Schaefer [9], H. Harpoth [7], 
Cabasso, Schaefer et Harpoth [2] et Abel [4] ont établi que les bacilles 
de la tuberculose aviaire ne constituent pas un groupe sérologiquement 
homogéne mais qu’ils se composent de différents types sérologiquement 
distincts. Parmi 56 souches de bacilles aviaires authentiques, 
W. Schaefer [9], puis Cabasso, Schaefer et Harpoth [2] a l'Institut 
Pasteur de Paris ont identifié 27 souches appartenant 4 un premier 
type, appelé type I, et 29 souches appartenant 4 un autre type, appelé 
type II. En outre ils ont constaté qu’une sowche aviaire qui leur avait 
été envoyée du Danemark (souche A5) et une souche d’aspect aviaire 
et isolée d’un cheval appartenaient 4 des types sérologiquement dis- 
tincts. Enfin un autre type sérologique apparemment saprophyte isolé 
du cobaye a été décrit par W. Schaefer [9] comme type III du cobaye. 
Dans ses caractéres culturaux et biologiques ce type présente une 
certaine ressemblance avec les bacilles de la tuberculose aviaire, mais 
il est dépourvu de toute virulence pour la poule. 

Nous avons repris ces recherches en employant, pour |’identification 
des types, d’une part la réaction de fixation du complément et d’autre 
part la réaction d’agglutination. Pour les réactions de fixation du 
complément nous avons utilisé, comme Schaefer, soit des extraits 
alcooliques soit des suspensions de bacilles chauffées 1 heure a 80°. 
Les mémes suspensions nous ont servi pour les réactions d’agglutination, 
car toutes nos souches -présentaient un aspect lisse sur le milieu de 
Loewenstein et donnaient des suspensions suffisamment stables. Les 
antisérums ont été obtenus en injectant & des lapins par voie veineuse, 
deux fois par semaine pendant trois 4 quatre semaines, 4 4 8 mg. de 
bacilles tués. Les animaux ont été saignés six jours aprés la derniére 
injection. Ces sérums ne présentent d’emblée qu’une spécificité trés 
faible et donnent des réactions de fixation du complément ou d’agglu- 
tination avec tous les types du groupe aviaire et méme avec les bacilles 
bovins. Mais si on traite les sérums selon la méthode de 1’absorption 
des anticorps de groupe par des bacilles d’une souche hétérologue, une 
spécificité stricte pour Ja souche homologue apparait. Pour cette 
absorption nous avons employé la méme technique que Schaefer, mais 
en effectuant l’absorption avec des quantités de corps bacillaires plus 
grandes (200 mg. pour 10 cm? de sérum dilué 1: 10). 

Tl ressort de mos expériences que sur 23 souches examinées, 12 
appartenaicnt au type I et 10 au type II de Schaefer. La souche d’un 
bacille aviaire isolée d’une poule tuberculeuse (souche av. 514) ne 
correspondait cependant 4 aucun de ces types. Elle fournissait un anti- 
sérum qui, aprés absorption par une souche hétérologue, s’est montré 
spécifique pour la souche homologue. Le tableau I montre les résultats — 
des réactions de fixation du complément de ce sérum avec les corps 
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bacillaires de la souche homologue, avec ceux des deux autres types et 
ceux du saprophyte du cobaye susmentionné, appelé type Ili cobaye. 

Le tableau montre que ce sérum, a l’état non absorbé, réagit avec 
tous les types du groupe aviaire et avec le type II cobaye. Mais aprés 
absorption par les souches hétérologues il présente une spécificité mette 
pour la souche homologue. Alors que les anlicorps de groupe sont 
absorbés facilement, nous n’avons pas réussi & absorber les anticorps 
spécifiques pour la souche homologue dans ce sérum en employant la 
technique ci-dessus décrite (tableau I, colonne D). 


Tasteau I. — Sérum antiaviaire 544 (Fixation du complément). 
ec PERE EE STE SL ET A ES IETS LE RE I ESET EIT OO 
SUSPENSIONS BACILLAIRES 
SERUM 

Aviaire Aviaire Aviaire _ Type Ill, 

D414 type I type II cobaye 

A) Non absorbé. .... A250) ls S41) A250 450 
B)rAbsorbéitype. ls aes. = poset) 0 0 0 
C) Absorbé type ll. . ... 4: 250 Ae 0 0 
D Absorbé aviaire 514. . eS A) 0 0 0 
E) Abs. type Ill, cobaye. 4; 250 0 0) 0 


Il s’agit donc d’un nouveau type sérologique de bacilles aviaires 
authentiques. Ce nouveau type se distingue non seulement des types 
I et Il, trouvés le plus fréquemment 4 |’Institut Pasteur, mais aussi de 
deux autres types, que Cabasso, Schaefer et Harpoth [2] ont décrits 
ultérieurement et dont ils n’ont eu qu’un seul représentant. Malheu- 
reusement, ces souches n’ont pas été conservées vivantes. Mais en nous 
servant d’un sérum préparé en 1938 par W. Schaefer avec la souche 
A5 provenant du Danemark et des corps bacillaires desséchés de l’autre 
souche d’aspect aviaire et isolée d’un cheval, nous avons pu constater 
que ces souches n’apparliennent pas au nouveau type que nous venons 
de décrire. Nous connaissons donc actuellement parmi les souches 
aviaires trouvées dans la maladie spontanée des oiseaux, quatre types 
distincts qui sont bien caractérisés par leurs propriétés sérologiques. 
Sans doute ce nombre représente-t-il un minimum, et il est possible 
qu’on compléte cette classification par d’autres types aprés des 
recherches plus étendues. 

Les auteurs qui se sont occupés de la classification des baciles aviaires, 
ayant employé, soit la réaction de fixation du complément Furth [5], 
Schaefer [9], soit la réaction d’agglutination Chiti [3], Abel [4]. 
Harpoth [7], il nous a paru intéressant de comparer ces deux techniques 
D’une maniére générale nous avons constaté que les sérums antiaviaires 
de lapins agglutinent jusqu’a des dilutions plus étendues que celles 
qui fixent le complément en présence des suspensions bacillaires. Mais 
a part cette différence quantitative, les résultats fournis par les deux 
méthodes sont tout A fait comparables. 

Dans le tableau II nous donnons les résultats des agglutinations 
obtenues avec le sérum antiaviaire 514 non absorbé et absorbé par les 
souches hétérologues aviaires et par une souche bovine et humaine. 
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Nous avons employé comme antigéne, 2 cété des trois types aviaires, 
une suspension d’une souche bovine lisse. 


Tasteau I]. — Sérum antiaviaire 544 (Agglutination). 
SUSPENSIONS BACILLAIRES 
SERUM 
| Aviaire Aviaire Aviaire Bovin 
514 type I type It | (taureau) 
AVENONADSOLDEs yi mes <x oe) as APLAR Odes OO Ue e320), tees 20 
BIPAbSOUbe CV PeHk. veils oa face! wy) A 1280 0 i) 0 
C)pAbsombertype tl ae twee i: 1.280 0 0 0 
D) Absorbé bovin (Vallée). . . . . . ./41 : 640 180 dine S209 ieee 
E) Absorbé humain (H 215)... ... 1: 640 4: 80 437320 0 


Ce sérum montre une certaine spécificité pour la souche homologue 
déja a l’état non’absorbé, mais il agglutine aussi les autres types 
aviaires et méme la souche bovine. Cette agglutination non spécifique 
‘disparait complétement aprés absorption du sérum par un type aviaire 
hétérologue tandis que tous les types aviaires sont encore agghutinés 
aprés absorption par des corps bacillaires d’une souche humaine ou 
bovine. 

Il existe donc dans les bacilles aviaires un antigéne commun 2 tous 
les types aviaires qui manque aux bacilles tuberculeux des mammiféres. 
Cet antigeéne commun n’est pourtant pas strictement spécifique pour 
les bacilles aviaires, car il existe également dans le bacille saprophyte 
du cobaye (type III cobaye). En effet, ce type absorbe tous les anticorps 
dans les sérums antiaviaires sauf les anticorps spécifiques du type et 
inversement l’antisérum préparé avec ce type, réagit avec tous les 
types aviaires, méme aprés absorption par des bacilles bovins ou 
humains. L’antigéne dominant et vraiment caractéristique des bacilles 
aviaires est donc l’antigéne spécifique de chaque type et il est nécessaire 
de disposer de sérums spécifiques pour chaque type pour identifier les 
souches aviaires au moyen de la méthode sérologique. 
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TECHNIQUE NOUVELLE POUR L’ETUDE DES BACTERIES 
OXYDANT LES HYPOSULFITES DANS LE SOL 


par TCHAN YAO-TSENG. 


Les hyposulfites et les polythionates sont, dans le sol, les produits 
intermédiaires de l’oxydation du soufre élémentaire introduit comme 
engrais ou comme anticryptogamique, les sulfates étant le terme final 
de cette oxydation (1). 

Il s’avére par ailleurs que ces hyposulfites et polythionates ont un 
effet nocif vis-a-vis des agents microbiens éminemment utiles que sont 
les fixateurs d’azote, les nitrifiants, et les cellulolytiques (2). I] est donc 
du plus haut intérét de connaitre la flore bactérienne qui les élimine 
en les amenant sous forme d’oxydation maxima du soufre, les sulfates 
étant inversement trés favorables tant au point de vue de la nutrition 
des végétaux qu’d celui de la mobilisation de certains éléments ferti- 
lisants. : 

La méthode que nous avons mise au point est basée sur les principes 
suivants : 

Toute culture d’enrichissement préalable est a éviter car elle fausse 
le « panorama » microbien du sol. I] n’en est pas de méme des milieux 
liquides : le sol est un milieu discontinu ; nous devons tenter de lé 
reproduire aussi fidélement que possible et en particulier éviter les 
conditions artificielles d’oxydo-réductions qu’engendre un milieu 
liquide, méme en couche mince. La libre concurrence entre les formes 
existant dans le sol doit étre respectée et rendue possible dans les limites 
ov la sélectivité du milieu le permettra. Cette sélectivité devra étre 
obtenue non par des procédés artificiels mais par la réalisation de 
conditions de nutrition bien particuliéres. Celles-ci seront faciles a 
imaginer étant donné qu’il s’agit de germes autotrophes. L’oxydation 
de Vhyposulfite (a l’exclusion de toute autre forme de soufre) sera la 
seule source d’énergie rendant possible l'utilisation du C minéral 
introduit. L’azote sera par ailleurs fourni sous forme ammoniacale. 

Voici la technique que nous préconisons : 

Comme pour toutes les études de microbiologie du sol nous utilisons 
silice-gel comme support solide de notre milieu. La solution nutritive 
est composée de : 


A® Phosphate monopotassiques 1.5 7 4.0 ale en. 1,00 g. 
Ohioture:desimeagnésinm 3.7.0. 8 ole. 0,42 
Chilomaterdersodiinmare essere: geen eee es ne 0,50 
FeCh. aH Ol sey kk ans cee epee 0,015 
MinGl, 41s Oar cies iv, carers (aes ee 0,045 
Bau distillees. one athe aa. aor eee ae Q. S. p. 100 cm* 

By. POFH NG Nes Oye ie ee ee 1,2 p. 100 cm* 

Go Hy posul tite dersodintmi. cc ceue oeuee ne nee N/40 


D:. Carbonate dercal crus ace eee 10 g. p. 400 cm? 


(1) Gurrronneau et Keminc, Ann. Agron., 1933, 2, 690. 
(2) Y. T. Tcowan, Thése de Doctorat, 1945. 
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Tout le S du milieu est donné pratiquement sous la forme d’hypo- 
sulfite et seuls, les microorganismes capables de ]’utiliser s’y développent. 
le pH est a 7,1 (nous l’avons contrélé avec une électrode de verre). 
Pour une plaque de 20 cm. de diamétre on utilise 10 cm® de (A), 5 cm? 
de (B), 5 cm’ de (C) et 5 cm*® de (D). Pour une plaque de 10 cm. 
de diamétre on prend des doses cing fois moindres. 

On stérilise (A) et (D) a 120° C pendant vingt minutes, (B) et (C) sont 
stérilisés par filtration. Les plaques sont stérilisées par irradiation a 
Vultra-violet (3). On projette les solutions (A), (B) et (C) sur la surface 
du gel. On séche jusqu’é ce que la surface soit mate. Ensuite, on 
projette la suspension (D) et on séche de nouveau. Il faut prendre les 
précautions d’aseptie nécessaires (3). 

Les ensemencements soit, par des grains de terre, soit par un poids 
connu de terre en poussiére, sont applicables (4). Pour isolement des 
souches pures on peut utiliser la dilution successive. 

L’oxydation des hyposulfites peut donner des sulfates. 


NaS,0s = H,0 = S0,Na ++ H,S0, 
SO, + Ca ++ = 8O,Ca 


Au fur et a mesure que l’oxydation avance la couche de calcaire se 
transforme en sulfate de Ca et ]’émail devient transparent. Dans d’autre« 
cas il change simplement de coloration, allant du jaune au rouge 
brique. Ces indices nous montrent l’activité des micro-organismes sur 
nos plaques. Le calcaire joue un rdéle double de tampon et d’indicateur 
du développement de ces micro-organismes. 

Les épreuves chimiques complétent 1’étude physiologique de ces 
germes. 

a) Prélever un peu de gel avec un fil de platine flambé. Déposer 
sur ce gel une goutte d’une solution d’I N/100 et une goutte d’empois 
d’amidon. Si le grain reste bleu, on n’a plus d’hyposulfite dans le gel. 

b) Prélever un peu de calcaire autour d’un grain de terre jugé inté- 
ressant. Le laver avec un peu d’eau distillée dans un tube 4a essais. 
Laisser déposer le calcaire. Couler le long du tube avec une pipette 
Pasteur une solution de chlorure de Ba 4 10 p. 100. La présence de 
sulfate est indiquée par la formation d’un précipité. 


DISCUSSION : 


Dés le début de cette étude, nous nous sommes demandé si nous 
aurions avantage 4 employer la gélose 4 cause de sa préparation plus 
facile et plus commode. Plusieurs essais nous en ont montré les incon- 
vénients. 

D’abord, quand on raméne le pH du milieu vers la neutralité, les 
phosphates précipitent. Leur incorporation a4 la gélose trouble J’obser- 
vation, car ces précipités forment des taches plus ou moins grandes 
qui ressemblent étrangement aux colonies bactériennes. La présence 
de calcaire rend les observations difficiles. 

On peut remplacer le calcaire par un mélange de bicarbonate de Na 


(3) Y. T. Tonan, ces Annales, 1945, 74, 313. 
(4) Winocrapsxy, ces Annales, 1932, 48, 89. 
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et de chlorure de Ca. Les plaques obtenues avec ce milieu sont transpa- 
rentes, légérement tachetées. Les colonies se détachent mal sur ce fond 
grisdtre et l’observation reste difficile. 

Le calcaire rend la surface du gel opaque et blanche. L’observation 
devient alors facile. Ce calcaire nous permet également de réaliser un 
milieu de culture qui se rapproche davantage des conditions naturelles 
du sol. 

(Il est nécessaire de prendre des précautions d’aseptie en raison de 
la contamination de l’eau par les thio-bacilles. Si l’on n/’utilise pas 
les solutions et les plaques stériles, on n’obtient pas de résultats srs). 


(Institut Pasteur de Garches.) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoires dans les 
Annales de l’Institut Pasteur, 


Recherches immunochimiques sur la Bactéridie charbonneuse. 
VII. Utilisation d’études quantitatives pour suivre l’épuise- 
ment d’un immunsérum par un mélange d’antigenes, par 
M¥e Anne-Marie Straus et M. Pierre Grapar. 


Etude histologique des Iésions des glandes salivaires obser- 
vées chez quelques espéces de campagnols appartenant 
aux genres Microtus et Evotomys, par M™ J. Raynaup et 
M. A. Raynaup. 


A propos de la synergie des anticorps, par Ms M. Guimaumie, 
A. Krecuer et M. Fasre. 


Séance du 6 juin 1946. 


Présidence de M. GASTINEL. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : La Société a recu du professeur Americo Braga, de i’Insti- 
tut Biologique de Rio de Janeiro, un ouvrage sur les Sérums, vaccins, 
allergénes et immunogeénes (1). En fait, c’est, en quatre volumes, un 
compendium de toutes nos connaissances sur les vaccins, les sérums et 
les antigénes que l’auteur a entendu rédiger. Sous une forme concise 


(1) Americo Braga, Séros, vacinas, alergenos e imunigenos (Préface du 
professeur Rosensvon), 4 vol. Imprensa Nacional, Rio de Janeiro, 1943. 
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et pratique, |’ouvrage résume toute la technique de la sérologie et de 
Vimmunologie moderne. La bibliographie est abondante, les renseigne- 
ments nombreux comprenant jusqu’a la législation de chaque pays sur 
le sujet. Chacun des chapitres consacré a un germe ou a un antigéne 
est dédié 4 un des maitres de la bactériologie, et terminé par un résumé 
en francais. C’est un livre que l’on pourra consulter avec profit et qui 
fait grand honneur A son auteur. 


COMMUNICATIONS 


L’ANATOXINE STAPHYLOCOCCIQUE PURIFIEE 
RESULTATS CLINIQUES ET SEROLOGIQUES 


par A. BOCAGE, P. MERCIER et J. PILLET. 


L’anatoxine staphylococcique peut étre aisément purifiée par la 
méthode de A. Boivin, 4 l’aide d’acide trichloracétique (1). On sait, en 
effet, que cet acide précipite les toxines et anatoxines dans toute la zone 
des pH s’étendant au-dessous de 4 ; c’est le pH 3,5 qui, a 1l’expérience, 
est apparu comme le plus recommandable. Le précipité trichloracétique 
d’anatoxine est ensuite redissous dans un alcali faible et la solution 
ainsi obtenue est soumise au contrdle biologique in vitro et in vivo pour 
préciser sa richesse antigénique. 

Depuis plus d’un an, l’anatoxine staphylococcique délivrée pour 
l’usage humain est toujours purifiée, car nous espérions diminuer ainsi 
les réactions locales et générales dues au traitement. Ces réactions sont 
de plusieurs sortes : les unes, provoquées par les constituants propres 
de l’anatoxine, ne peuvent évidemment pas étre évitées. Par contre, il 
est possible de débarrasser l|’anatoxine, par précipitation a l’acide tri- 
chloracélique, de la plus grande partie des substances étrangéres appor- 
tées par le milieu de culture et responsables pour une part des réactions 
constatées au cours du traitement. © 

Posologie et réultats. — Nos malades traités 4 notre consultation de 
Vhopital Pasteur ont recu au minimum les six injections habituelles, 
par voie hypodermique, depuis 1/10 de centimétre cube jusqu’a 2 cm’, 
dans l’intervalle de quatre jours. 

Les Réactions que nous avons constatées ont toujours été de faible 
intensité : injection est douloureuse pendant trois 4 cing minutes, 
comme avec toutes les anatoxines (présence d’aldéhyde formique libre), 
et on constate habituellement, durant vingt-quatre 4 quarante-huit 
heures, une zone d’érythéme de diamétre variable, en moyenne de la 
taille d’une piéce de 2 francs. Mais, fait intéressant, les réactions géné- 
rales, en particulier l’hyperthermie, ont été exceptionnelles ; nous 
n’avons pas noté non plus d’autres accidents locaux ou généraux : adé- 
nopathie, poussée d’urticaire, coliques, etc. 


(1) A. Boivin, C. R. Acad Sci,, 1936, 203, 284. 
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L’anatoxine purifiée représente donc un avantage incontestable au 
bénéfice du malade, si l’on prouve que la purification n’entraine pas 
un affaiblissement dans l’efficacité thérapeutique de l’anatoxine. Les 
statistiques résumées dans le tableau ci-dessous nous renseignent immé- 
diatement 4 ce sujet. 


Malades traités en 1943 a l’/hépital Pasteur. 
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Furonculose accidentelle ou chronique. 
Onyxis 
Hidrosadénite 


Sycosis 
Acné pustuleuse 
Ulcéres 


Si l’on veut bien se reporter aux statistiques que nous avons publiées 
antéricurement avec G. Ramon et R. Richou, on constate que les résul- 
tats sont de valeur égale, qu’il s’agisse d’anatoxine ordinaire ou de pu- 
rifiée (2). 

Pour confirmer ces résultats, nous avons pratiqué chez un certain 
nombre de malades, huit jours aprés la derniére injection, un dosage 
d’antitoxine spécifique. Les chiffres obtenus varient de 4 4 30 unités 
antiloxiques, comparables donc 4 ceux que nous avions notés antérieu- 
rement avec l’anatoxine brute. On sait l’importance de l]’antitoxine dans 
le développement de l’immunité antistaphylococcique, nous avons appe- 
1é l’attention sur elle A diverses reprises (3). S’il est vrai que certains 
malades paraissent guérir avec un taux d’antitoxine relativement bas, 
et que, chez d’autres, le traitement échoue malgré une teneur plus forte 
du sérum en antitoxine, ces exceptions résultent des variations indivi- 
duelles, tant dans la localisation des lésions que de leur ancienneté, et 
qu’aussi, de Ja nature du terrain. Nous ne pouvons pas espérer, en bio- 
logie, alleindre un pourcentage de guérisons de 100 p. 100 et nous pen- 
sons que, lorsqu’une thérapeutique a pu se développer en dix ans, com- 
me c’est le fait pour ]’anatoxine staphylococcique, elle a subi une épreu- 
ve d’efficacité et d’innocuité indiscutable. 


(2) A. Bocacz et P. Mercrer, Bull. Soc. Frang. Dermat. ef Syphil., 1935, 
n° 6. — G. Ramon, A. Bocace, R. Ricwou et P. Mercier, Presse: méd., 
1936, n° 57, 1139. — M. Derrance, L’Anatoxine Staphylococcique puri- 
fiée. Etude expérimentale et clinique. Thése Paris, 1937 (Vigot, édit.). 
— G. li\mon, R. Ricnou, P. Mercier et G. Hoxstein, Bull. Acad. Méd., 1944, 
128, 651. 

(3) G. Ramon, A. Bocace, R. Ricnou et P. Mercier, Rev. Immunol., 1936, 
n° 6, 5dl. , 
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‘EVOLUTION 
DE L’ACTIVITE DIASTASIQUE DES FILTRATS 
DE CERTAINES CULTURES 
DANS LES HEURES QUI SUIVENT 
‘'LEUR ENSEMENCEMENT 


par R. SEIGNEURIN. 


Une culture microbienne n’a pas, dans les heures qui suivent son 
_ ensemencement, des propriétés biologiques constantes. En particulier, 
on sait depuis longtemps que la taille des bactéries, leur poids, leur 
charge électrique, leur virulence méme, varient avec l’Age de leurs cul- 
tures, comme l’ont établi de nombreux auteurs (1). 

Continuant la série de recherches que nous avons entreprises sur ce 
sujet (2), nous nous sommes adressé celte fois a4 une activité diastasique 
facile 4 déterminer, le pouvoir gélatinolytique des cultures de staphylo- 
coque doré. A notre connaissance, cette recherche n’a fait l’objet d’au- 
cune communication. Nous trouvons seulement signalé, dans le méme 
ordre d’idées, le fait (8) que l’activité hémolytique de toxines perfrin- 
gens atteint son maximum cing a sept heures aprés l’ensemencement, 
puis diminue. 

Nous avons borné notre étude aux premiéres quarante-huit heures de 
développement microbien. Pour avoir des données comparables, nous 
avons préparé une grande quantité d’un milieu de culture liquide cons- 
titué, par parties égales, de peptone de panse de porc (peptone Martin) 
et de bouillon de veau (mort-né), glucosé 4 1,50 g. p. 100 et ajusté fina- 
lement 4 pH 8,5. Ce milieu liquide est réparti en tubes a raison de 
10 cm? par tube ; une fois ]’ensemencement effectué, les tubes sont 
portés & 1’étuve a 37° et mis en position inclinée pour assurer |’aérobiose 
maxima, 

Nous avons utilisé différentes souches de staphylocoque doré, toutes 
récemment isolées soit de pus, soit d’hémocultures. Chacune d’elles a 
été repiquée tous les deux jours, & raison d’un ensemencement d’envi- 
ron 10 millions de germes. 

La mesure du pouvoir gélatinolytique a été effectuée selon le procédé 
classique: A 1 cm® d’une solution stérilisée de gélatine 4 3 p. 100 portée a 
45°, on ajoute des quantités croissantes (0,1 4 1 cm?) du filtrat des cul- 
tures précédentes. On agite et on maintient 4 45° pendant quatre heu- 


(1) Récnrer, Mle Lamein et Junn, C. R. Soc. Biol., 1938, 428, 742 et 744. — 
Kossovitcu, C. R. Soc. Biol., 1938, 129, 823. — Warrous, J. inf. Dis., 1937, 
60, 47. — Lasseur, Tr. Lab. Microb. Fac. Pharm, Nancy, 1928, 1, 35. — 
SHrvrer, J: Hyg., 1922, 24, 77. 

(2) Sercneurin, GC. R. Soc. Biol., 1938, 129, 135; Ibid., 1939, 130, 701 et 
703 ota, 1939;s431) 682." 

(3) Gumiaumiz, ces Annales, 1944, 70, 86. 


80 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


res (dans d’autres séries d’expériences, nous avons, pour plus de commo- 
dité, maintenu & 37° pendant dix heures). On porte ensuite a la glaciére 
(+2°) pendant cing A six heures, et l’on note au bout de ce temps 
quelle est la plus petite quantité de filtrat qui a provoqué la gélatino- 
lyse. Supposons que ce soit 0,3 cm’, on dira que l’activité eélalinolyti- 


que est “s = 3,3. Nous avons utilisé conjointement un autre procédé 
0, 


qui nous a donné des résultats superposables : la solution de gélatine 
est introduite par aspiration dans des tubes 4 sédimentation sanguine 
de 1 mm. de diamétre et de 20 cm. de longueur, gradués en millimé- 
tres ; on laisse refroidir en obturant les deux extrémilés ; on les plonge 
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ensuite dans les filtrats 4 étuver, sur une longueur de 5 mm. environ. 
On abandonne a 25-30° pendant quinze jours, et on note ensuite la lon- 
gueur de la colonne de gélatine qui a été liquéfiée ; la mesure de I’acti- 
vité gélatinolytique se traduit par une longueur en millimétres : c’est 
ce qu’indique le graphique ci-contre. 

I] montre que l’activité gélatinolytique des filtrats de cultures de sta- 
phylocoque doré atteint son maximum cing & six heures aprés l’ense- 
mencement décroit jusqu’a la quinziéme heure, puis recommence & 
augmenter réguliérement et faiblement au cours des heures suivantes. 
Nous retrouvons ici cette notion, sur laquelle nous avons insisté dés 
1938, que les propriétés physico-biologiques des cultures subissent de 
grandes variations dans les premiéres vingt-quatre heures qui suivent 
leur ensemencement, et que la période de cing A sept heures est tout A 
fait particuliére. 

Comme, dans le cas présent, cette période correspond 4 un maximum 
d’activité, on pouvait se demander sj elle était en relation avec le nom- 
bre total de germes, ou avec leur poids total. Or, il n’en est rien. On pou- 


\ 
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vail alors supposer qu’elle était en rapport avec le nombre de germes 
vivants. L’expérience a montré que cette hypothése est en partie justi- 
fiée (voir graphique), mais qu’un autre facteur doit certainement s’y 
' ajouter. 

En résumé, cing 4 six heures aprés Vensemencement, 1’activité diasta- 
sique des filtrats est maxima, ct égale, résultat intéressant, a celle qui 
ne sera atteinte qu’au bout de six 4 huit jours de culture. 


(Laboratoire des Hépitaux de Grenoble.) 


DE L'ACTION BACTERIOSTATIQUE /NW VITRO 
DES EXTRAITS DE LEVURE DE BIERE 
ET DE BACTERIES OU VINAIGRE 


par R. SEIGNEURIN, G. CARRAZ. A. ROUX et S. SYNDICO. 


Dans cette note, nous voudrions faire connaitre l’important pouvoir 
bactériostatique exercé, in vitro, par des extrails, d’une part de levure 
de biére (provenant de brasseries), d’autre part de bactéries de copeaur 
(provenant de vinaigreries). Chose curieuse, alors que les recherches 
poursuivies jusqu’a ce jour visent le plus souvent des éléments dont la 
récolte ou la culture est laborieuse, en voici au contraire deux que ]’in- 
dustrie fournit en quantité considérable, et dont il est relativement 
aisé d’extraire les principes actifs. 

Nous avons en effet procédé a l’extraction, ou plus exactement Aa la 
concentration des principes actifs, de la facon suivante : 

1° La levure fraiche est essorée, déshydratcée par |’alcool et épuisée par 
solvants organiques en pH acide ; les résidus d’épuisement sont épuisés 
une seconde fois, et la totalité des liquides d’extraction évaporée sous 
pression réduite 4 une température n’excédant pas 45° ; la distillation 
est poussée jusqu’a obtention d’un certain pourcentage de résidu liquide. 

Abandonné 4 la glaciére, le résidu se sépare en deux couches, l’une li- 
quide inactive, l’autre solide active ; le précipité peut étre repris par un 
solvant organique en pH acide, et la chromatographie sur magnésie per- 
met d’obtenir des couches nettement distinctes qui sont de haut en 
bas : marron, lilas, grisAtre pale, jaune d’or ; le précipité peut étre éga- 
lement repris par l’eau. En pH alcalin ou neutre, on obtient des solu- 
tions stables trés actives. 

2° On utilise, pour les bactéries sur copeaux provenant de vinaigre- 
ries, Ja méme méthode et les mémes solvants organiques, mais on ne 
repasse pas par la phase aqueuse. 

Des précipitations fractionnées permettent encore de concentrer les 
principes oligodynamiques de ces extraits. 

Les essais bactériostatiques ont été conduits de la fagon suivante : on 
coule de la gélose nutritive en boite de Petri, et on l’ensemence, aprés 
refroidissement, avec des cultures de vingtquatre heures de germes di- 
vers, tous récemment isolés de l’organisme. L’émulsion est soigneuse- 
ment étalée avec un fil coudé. Immédiatement aprés, on dépose, a la 
surface de la gélose ainsi ensemencéec, une gouttelette de l’extrait aqueux 
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(neutralisé) & essayer, 4 l'aide d’une anse de platine de 2 mm. de diamé- 
tre. On porte & 37° pendant quarante-huit heures, et on note, au bout 
de ce temps, les zones d’inhibition qui se manifestent sous forme de 
cercles clairs de diamétre proportionnel & l’intensité du pouvoir bacté- 
riostatique. En outre, un chauffage A 100° pendant cing minutes de Vex- 
trait essayé n’altére pas son pouvoir bactériostatique, non plus qu’un 
chauffage de trente minutes 4 56°. A la température ordinaire, son acti- 
vité demeure la méme pendant plus d’un mois. 

Ci-contre, le tableau résumant les résultats obtenus. Pour plus de 
commodité, nous avons adopté la notation suivante : 


Diamétre du cercle d’inhibition supérieur 4 20 mm... .. +44 
Diamétre du cercle dinhibition de 10 420mm....... ++ 
Diamétre du cercle dinhihition de 5a40mm. ...... ao 
Diamétre du cercle dinhibition inférieur &@5 mm...... 3 


LEVURE DE BIERE BACTERIES DU VINAIGRE 
Extraction en pH Extraction en pH acide 


GERMES 


alealin neutre oe azéotrope 


Staphylocoque doré. . . 


Pneumocoque 
Streptocoque 
Bacille diphtérique. . . .| 
Bacille d’Eberth 
Bacille para A 
Bacille para B 
Proteus 


coococo 


1) 


ConcLusion. — Si l’action bactéricide de la levure de biére sur le sta- 
phylocoque est connue et employée en thérapeutique depuis longtemps, 
celle sur les autres germes ne l’est pas, non plus que celle des bactéries 
du vinaigre. Il] est d’autre part curieux de constater que l’action de ces 
deux extraits se compléte mutuellement, ce qui ouvre d’intéressantes 
perspectives, sur leur éventuelle utilisation. Des essais sont d’ailleurs 
en cours sur d’autres germes, et in vivo. 


APPLICATION DE LA PENICILLINE 
AU DIAGNOSTIC DE LA RAGE 
PAR INOCULATION INTRACEREBRALE 


par P. LEPINE, Cn. VIALA et V. SAUTTER. 
Le diagnostic de la rage des rues chez les animaux mordeurs par ino- 


culation aux animaux de laboratoire est rendu habituellement difficile 
et souvent impossible par suite de ]’état de contamination ou de putré- 


‘ 
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faction des produits adressés au laboratoire, soit que le prélévement du 
névraxe ait été effectué sans précaution d’asepsie, soit qu’il ait eu lieu 
sur un animal tué d’une décharge dans la téte ou mort depuis quelque 
temps déja, voire méme enterré depuis plusieurs jours. 

Il est classique en pareil cas, au lieu d’inoculer les animaux par voie 
intracérébrale, de procéder a l’inoculation du produit suspect dans les 
muscles de Ja nuque. Cette technique, qui entraine en cas de succes des 
retards 4 l’incubation, échoue souvent, soit par non-transmission de la 
rage, ]’inoculation intramusculaire n’étant pas un mode de choix, soit 
encore par suite de la septicité de l’injection, qui tue les animaux en 
quelques jours. 

Nous avons avec succés mis & profit l’action bactéricide de la péni- 
cilline e! son inefficacité sur le virus rabique pour assurer la transmis- 
sion de la rage par voie intracérébrale, méme A partir des produits les 
plus contaminés. 

Il suffit de préparer, comme a |’ordinaire, une émulsion du névraxe 
suspect, sans se préoccuper de son degré de contamination secondaire. 
L’émulsion est faite dans une petite quantité d’eau distillée, puis décan- 
tée. A 0,5 cm du liquide virulent obtenu on ajoute une quantité suffi- 
sante d’une solution concentrée de pénicilline extemporanément prépa- 
rée, pour obtenir 1 cm*® de suspension renfermant 8 4 10.000 U.O. de 
pénicilline par cm’. Le produit peut étre injecté directement par voie 
intracérébrale sans déterminer d’accidents septiques, l’incubation de la 
rage n’est pas modifiée et 1’on obtient ainsi des succés dans des condi- 
tions ot l’inoculation intramusculaire aurait conduit 4 un échec cer- 
tain. Voici 4 titre d’exemple le premier essai auquel nous avons procédé. 


Le 4 avril 1946, nous recevons de Corse un cerveau prélevé sur un ane 
suspect de rage pour avoir été mordu quelque temps auparavant par un 
chien enragé. Le cerveau a mis longtemps A voyager et arrive dans .un 
état de putréfaction avancée : coloration verdatre, odeur nauséabonde. 
L’examen bactériologique montre sur frottis de tres nombreuses bactéries 
de divers types; les cultures aérobies et anaérobies poussent trés abon- 
damment. Un essai d’inoculation a lanimal entraine la mort des animaux 
en vingt-quatre heures. 

Le 10 avril, on préléve en cing endroits de la masse putréfiée des frag- 
ments de “cerveau qui sont broyés dans 0,5 cm$ d’eau. On y ajoute une 
quantité égale d’eau dans laquelle on a dissous au préalable un comprimé 
de 8.000 unités de pénicilline. Le mélange est laissé une demi-heure a la 
glaciére, puis inoculé par voie intracérébrale 4 deux lapins et dans les 
muscles de la nuque Aa trois cobayes. Les deux lapins présentent les pre- 
miers symptomes de rage le 25 avril, sont paralysés le 26 et meurent tous 
deux le 27 (dix-huitiéme jour). L’examen histologique montre les lésions types 
de rage, avec encéphalite, nombreux corps de Negri typiques. Par contre, 
les trois cobayes inoculés par vole intramusculaire survivent sans présen- 
ter aucun symptome pathologique. Sjils avaient été seuls inoculés, force 
eat été de conclure & un résultat négatif. 


La méthode nous parait devoir rendre des services et mériter d’étre 
retenue pour le diagnostic de la rage. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


( 
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CONTRIBUTION A L'ETUDE 
DE LA VITALITE DES SPIROCHETES RECURRENTS 
SURVIVANCE 
DE SPIROCHATA PERSICA DSCHUNKOWSKY 1912 


EN ORGANES REFRIGERES OU PUTREFIES 
DE COBAYES INFECTES EXPERIMENTALEMENT 


par M. BOURGAIN. 


Une premiére série d’expériences (1) nous avait permis de conslaier 
que Spirochelu persica conservait en organes de cobayes infectés expé- 
rimentalement, organes réfrigérés entre 0° et 8°, un certain pouvoir in- 
fectant pour l’animal, au septiéme jour de la réfrigération. Actuellement, 
les résultats expérimentaux nous autorisent a affirmer qu’d+4° dans de 
tels organes infectés, la survie spirochétienne sans atlénuation de viru- 
lence, est au moins de dix-neuf jours, sans toutefois se prolonger jus- 
qu’au vingt-cinquiéme. Cette survivance 4 + 4° est d’autant plus frap- 
pante qu’a + 37°, dans ces mémes organes infectés et immergés en sé- 
rum physiologique, la survivance spirochétienne est inférieure 4 quatre ~ 
jours. 

Les recherches furent pratiquées sur des fragments d’organes (foie, 
rate, reins) prélevés aseptiquement et placés & + 4°, a sec, en boites de 
Petri stériles dés le sacrifice de l’animal infecté, aprés contréle sanguin 
attestant la pullulation spirochétienne. Les inoculations furent prati- 
quées par voie sous-cutanée pour chaque animal neuf, 4 raison de 
1,3 cm* d’un filtrat grossier sur gaze stérile, de broyats mixtes d’orga- 
nes infectés (foie, rate, reins : 2 cg. de chaque dans 6 cm® de sérum 
physiologique). L’immersion prolongée & + 4°, en sérum physiologique, 
de tels organes, semble ne rien changer aux résultats acquis. 

Spirocheta persica demeure visible aprés coloration au Giemsa, sur le 
frottis des broyats de tels organes réfrigérés, jusqu’au dix-neuviéme jour 
de la réfrigération, sous sa forme typique sanguicole et sans apparition 
de formes anormales. La recherche directe devient d’autant plus longue 
et plus difficile que le délai de séjour en glaciére est plus grand en raison 
d’une réduction progressive jusqu’A épuisement du nombre des spiro- 
chétes. Toutes les inoculations pratiquées sur cobayes, 4 partir des fil- 
trats sur bougies L3 des broyats de tels organes réfrigérés, sont demeu- 
rées négatives, méme quand les spirochétes étaient visibles sur les 
frottis colorés des prélévements directs organiques. Ces divers résultats 


(1) M. Bounaain, Bull. Soe. Path. exot., 1945, 38, 12. 
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ne nous permettent pas d’attribuer & Spirocheta persica, au cours de sa 
survivance en organes réfrigérés une phase filtrante ou de granule spi- 
rochétogéne. Il ne parait pas non plus exister de multiplication spiro- 
chétienne et, d’autre part, il semble que la raréfaction du nombre des 
spirochétes est d’autant plus rapide et prononcée que la lyse tissulaire 
est plus accélérée et plus accentuée. Cette concordance des lyses tissu- 
laires et spirochétiennes est des plus frappante a 87° ; s’agirait-il donc 
d’une manifestation fermentaire, enzymatique spéciale, inhibée ou ré- 
duite & + 4° et aclivée 4 + 37°, permettant de supposer une certaine 
identité de composition chimico-biologique entre la cellule animale et 
Spirocheeta persica mais demeurant inopérante sur la plupart des micro- 
bes (souillures ou apports expérimentaux) qui au contraire continuent 
a se développer dans Je milieu tissulaire lysé ? 

Dans un travail antérieur (1), nous avions pu constater également 
que dans les cadavres en putréfaction de cobayes infectés expérimenta- 
lement et abandonnés aux températures ordinaires (+11° A +15°), la 
survie de Spirocheia persica atteignait prés de quatre jours ; actuelle- 
ment, une nouvelle série expérimentale nous a permis d’enregistrer la 
présence de ce spirochéte 4 ]’examen direct, aprés coloration au Giemsa, 
dans les frottis d’organes putréfiés, jusqu’au septi¢me jour de la mort 
de l’animal. L’inoculation des broyats d’organes de tels cadavres, 
n’infecte plus l’animal neuf 4 partir du huitiéme jour de la mort. Cette 
survivance spirochélienne dans les organes putréfiés est certainement 
fonction de la température ambiante et semble également marcher de 
pair avec l’état de lyse cellulaire. 

Relevé des résultats expérimentauz : 


TasLteau I. — Pouvoir infectant des organes réfrigérés 4 + 4°. 


DUREE DU SEJOUR ‘ 
COBAYES D’EPREUVE des organes RESULTATS 
en glaciere & + 4° 


1G seers eA 8 jours. Inoculation au cobaye posilive. A 
Vexamen direct, aprés coloration au 
Giemsa, présence de spirochétes ré- 
currents, dans les broyats d’organes 
avant Vinoculation. 


Let om eas aaa § jours Id. 
(organes immergés 
en sérum). 
are en te 45 jours. Id. 
Vee sie cee: 49 jours. Id. pe) 
AV ea! op nies, ae. 24 jours. Inoculation au cobaye négative. A 


lexamen direct, aprés coloration au 
Giemsa, absence de spirochétes ré- 
currents, dans les broyats d’organes 
avant inoculation. 

A'6 , cole eae eae 25 jours. Id. 

Vi aes teeters: ~ 25 jours Id. 

(organes immergés 

en sérum ©). 


————— 
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Tasieau II. — Pouvoir infectant 
des organes immergés en sérum physiologique et placés a + 37°. 


DUREE DU SEJOUR : 
COBAYES D'EPREUVE des organes RESULTATS 


en sérum «pb a 37° 


VPLS iets me 20 jours. Inoculation au cobaye négative. A 
l’examen direct, aprés coloration au 
Giemsa, absence de spirochétes ré- 
currents dans les broyats d’organes, 
avant inoculation. Lyse tissulaire 


totale. 
EX ee here roa des 45 jours. Id. 
> CS Beer okt 8 jours. Id. 
EE ob aden: 4 jours. Id. (Lyse tissulaire moins marquée). 
Xe ee 4 jours Id. 


(90 heures). 


Tasieau II]. — Pouvoir infectant des organes de cadavres putréfices. 


DELAIS 
cadavériques 


COBAYES D’EPREUVE RESULTATS 


XU. .... .| 42 jours. |Inoculation au cobaye négative. A lexamen 
direct, aprés coloration au Giemsa, ab- 
sence de spirochétes récurrents, dans les 
broyats d’organes, avant inoculation. 
Ve tye neta 8 jours. |Id. 

\Ces 3 cobayes sont morts de piqures septi- 
ques avec gangréne marquée du tissu 
cellulaire, avant lexpiration du temps 
dincubation nécessaire a l’apparition des 
spirochétes dans le sang circulant. A lexa- 
men direct, aprés coloration au Giemsa, 
présence de spirochétes récurrents dans 
les broyats d’organes avant inoculation. 

6 jours. |Inoculation au cobaye posilive. A examen 
direct. aprés coloration au Giemsa, pré- 
sence de Spirochétes récurrents dans les 
broyats d’organes avant inoculation. 


7 jours. 


a 
ere 


ConcLusions. — 1° Spirocheta persica survit sous sa forme type 
sanguicole pendant au moins dix-neuf jours 4 +4°, dans les organes 
réfrigérés de cobayes infectés expérimentalement. 

2° La survie de ce spirochéte récurrent s’arréte au huitiéme jour de la 
mort du cobaye, dans le cadavre putréfié, abandonné aux températures 
ordinaires (+11° & +15°). 

3° A température d’étuve (+387°) Spirocheta persica ne survit pas 
quatre jours en organes infectés, immergés en sérum physiologique. 


ahs 
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DENATURATION DU PLASMA PAR LE FORMOL 


ET LA CHALEUR 


par A, LUTZ, 


87 


Chauffé 4 56° le plasma citraté (A 3,5 p. 1.000 de citrate trisodique 
purifié cristallisé) d’homme ou de cheval a pH 7,4-7,5 donne un abon- 
dant précipité de fibrinogéne. 

L’action combinée du formol et de la chaleur produit une dénatu- 
ration qui stabilise ces plasmas. 

I. — Nous avons ajouté des quantités croissanies de formol (formol 
Lambiotte 4 40 p. 100) a des quantités constantes de plasma (10 cm?) 
réparties en ampoules scellées. Ces ampoules sont portées a l’étuve a 37° 
et au bout de temps variables on éprouve la stabilité du plasma en le 
portant pendant une heure au bain-marie a 56°. Voici les résultats 
obtenus exprimés en densité optique donnés par 1|’électrophotométre 
avec des plasmas humains. 


PLASMA HUMAIN 


citraté a pH 7,5 


Volume de formo! ajouté a 
40 cm® de plasma citraté. 


Cape OCOMeee Teac ae 50s 
We OCU ae ui, ore Ae. cscs) se 
He Ome OU stele 4, 
TO eI OUO circ ey cre chr oye) «Se 
DED) AOU Mate we sau montis ake 
3h Ogee (ATO) tales ee ees eee ar 


EXPERIENCE I 


Temps d’étuve a 37° 


0 | 1 jour | 2 ae 3 jours 


Immersion au bain-msrie a 56° pendant une heure 


Précipité. | Précipité. | Précipité. | Précipité. 
Précipité. | Opalescence| > 4190 | > 4190 
> 190 

Précipité. 100 97 92 

Précipité. 82 71 68 

Précipilé. 60 - 58 55 

Précipité. 56 55 54 

Précipité. 56 » » 


4 jours | 5 jours 


Précipité. 


> 190 


Précipité. 


> 190 


EXPERIENCE I] 


5 jours 


Précipité. 


> 190 


| RS SS 


Ce tableau montre que pour une concentration de formol comprise 
de 2 A 2,5 p. 1.000 la densité optique du plasma reste inchangée. Au 
cours de chauffage le plasma est stable. 

L’action du formol sur le fibrinogéne se manifeste donc par une déna- 
turation telle que cette protéine ne coagule plus par la chaleur a 56°. 

Portons ces chiffres sur un graphique en mettant en abscisse les temps 
de réaction, en ordonnée les densités optiques. 


L’examen de ces courbes montre que : 
1° L’action du formol sur le fibrinogéne est proportionnelle a sa 


concentration. 


%e 


2° Elle se fait en deux étapes : 
a) Action primaire, rapide ; 
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b) Action secondaire lente et progressive. 

On peut rapprocher ces faits des données établies par J. Loiseleur et 
Crovisier qui ont montré que les acides aminés optiquement actifs subis- 
saient par le traitement au formol une variation importante du pouvoir 
rotatoire : 

1° Variation primaire immédiate s’accompagnant d’une variation 
considérable du pH ct dont l’intensité est fonction de Ja concentration 
du formol ; 

2° Variation secondaire lente et progressive n’affectant pas le pH, pro- 


200 
w 
3 
g 
K 
o / 
° 
ip) 18°. 
re 
un 
z 
wu 
o 
ACTION ACTION SECONDAIRE 
AIRE 
PRIMAIRE > 
100 
59 1 


i. —— 
5S TEMPS EN JOURS 


iv 
7 ie = 4 


portionnelle & la concentration en formol, liée & une modification 
complexe de sa molécule. 

Il. — Par ailleurs la fluorescence en lumiére de Wood des plasmas 
traités a 56° augmente proportionnellement aux taux de formol. 

Kn rapprochant ces faits des données établies par J. Loiseleur et 


x 


R.-O. Prudhomme, & savoir que : 

1° La fluorescence apparait progressivement avec un caractére d’irré- 
versibilité ; 

2° L’intensité et sa rapidité d’apparition dépendent de la nature de 
chaque acide aminé et de la température. 


On peut penser que la molécule de fibrinogéne est le siége de cycli- 
sation interne et apparition de chaines hétérocycliques hexagonales 
jouant le réle de fluorophore. 


Concrusion. — Le formol dénature le fibrinogéne et le rend incoagu- 
lable par la chaleur a 56°. 


(Instilul Pasteur, Laboratoire de M. Dujarric de la Riviere.) 
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UTILISATION 
AU LABORATOIRE DES LAMPES FLUORESCENTES 


par P. MANIGAULT, J. MAGROU et F. MARIAT. 


Les nouvelles sources lumineuses dites. « tubes fluorescents » utilisent 
le principe suivant : dans un tube de verre contenant de la vapeur de 
mercure et de l’argon sous pression réduite, on établit une décharge 
électrique. La vapeur de mercure émet un rayonnement ultra-violet qui 
excite la fluorescence de substances appropriées disposées en couche 
mince sur la paroi intérieure du tube. On transforme ainsi une source 
d’ultra-violet en une lampe donnant une lumiére dont la composition 
spectrale dépend de la nature de 1’écran fluorescent. 

On trouve dans le commerce plusieurs modéles appelés « lumiére du 
jour », « blanc technique », « blanc », « blanc du soir », etc., qui diffe- 
rent par la composition de 1’écran fluorescent. Tous se raménent 4 deux 
types susceptibles d’étre alimentés respectivement en courant alternatif 
110 volts et 220 volts a 50 périodes seconde. Les tubes ont un diamétre 
de 28 mm. et une longueur d’encombrement de 0,47 m. 

L’amorcage de la lampe et sa stabilisation sont obtenus au moyen 
d’un dispositif auxiliaire connecté d’une part aux deux bornes de la 
lampe fluorescente et d’autre part aux.deux fils d’amenée du courant. 
Donec, en pratique, aucune modification n’est apportée aux installations 
usuelles d’éclairage pour l’utilisation des lampes 4 fluorescence. 

La lampe étant éteinte, il suffit pour ]’allumer d’appliquer aux bornes 
de l'appareil auxiliaire la tension du secteur, en fermant le circuit par 
un interrupteur usuel. C’est l’appareil auxiliaire qui provoque s’il y a 
lieu la faible surtension nécessaire au passage de la premiére décharge, 
cette tension étant nettement inférieure au double de celle du réseau 
de distribution. De plus il assure dans tous les cas une stabililé de fone 
lionnement qui rend la lampe fluorescente trés peu sensible aux varia- 
tions de tension du réseau, l’intensité admise n’étant que de |’ordre 
de 0,250 A pour les tubes de 28 mm. de diamétre. Enfin il comporte un 
dispositif antiparasite qui exclut toute perturbation électrique dans le 
voisinage. 

Ces lampes fluorescentes présentent de trés nombreux avantages dont 
voici les principaux : 

1° La technique de la fluorescence permet de réaliser maintenant la 
synthése d’une lumiére blanche trés supérieure par sa qualité aux 
lumiéres artificielles actuelles et physiologiquement satisfaisante. 

2° Elles consomment peu et ont un rendement plus élevé que les 
Jampes a incandescence (30 4 35 lumens par walt). 

3° Leur faible brillance, qui ne dépasse pas 0,3 bougie par centimetre 
cube permet de Jes employer sans écran diffusant ni réflecteur, ce qui 
assure la meilleure utilisation de la totalité du flux émis. 

4° La forme allongée du tube permet d’atteindre une grande unifor- 
mité d’éclairement. 
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Fic, 4. 


— En haut et a droite, tomates exposées & la Jumiér 
haut et & gauche, tomates teémoins; en bas et & droite, 
bas et & gauche, tabacs témoins. Semés le 2 janvier 194 
15 février 1946. (Clichés Jeantet.) 


e fluorescente; em 
tabacs exposés; en 
6, photographiés le 


94 


Fic. 2. — En haut et a droite, carottes exposées & la Iumiére fluorescente; en 
haut et a gauche, caroltes témoins; en bas et a droite. pommes de terre 
exposées; en bas et & gauche, pommes de terre témoins. Semées le 2 janvier 
4946, photographiees le 15 février 1946. (Clichés Jeantet.) 
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5° Elles dégagent trés peu de chaleur, ce qui permet de les placer sans 
inconvénient trés prés et jusqu’au contact des objets 4 éclairer, méme 
s‘ils sont fragiles. 

6° Leur durée est telle qu’au bout de deux mille heures la diminution 
du flux lumineux est inférieure 4 20 p. 100. 

La premiére application que nous ayons faite de ces lampes au labo- 
ratoire a déja fait l’objet d’une note aux comptes rendus des séances de 
l’Académie des Sciences (1). 

Il s’agit d’un dispositif d’éclairage artificiel des semis réalisés dans 
les serres expérimentales de l'Institut Pasteur. Alors que 1’éclairement 
en janvier par le vitrage actuel n’est jamais supérieur 4 1.500 lux, nous 
avons obtenu au moyen de lampes fluorescentes une augmentation de 
V’éclairement de 3.000 lux. Les sources lumineuses utilisées sont des 
tubes & fluorescence L 30 dits « lumiére du jour » gui nous ont été 
donnés par les établissements Claude Paz et Silva. Un seul tube de 1 m. 
de longueur et 28 mm. de diamétre permet d’éclairer 9 pots de 9 cm. 
et ne dépense que 30 W. La Jampe est placée au début 4 2 cm. du sol. 
On Véléve au fur et & mesure de la croissance des plantes. La diffusion 
de la Jumiére est trés bonne, 1]’échauffement inappréciable, aussi les 
plantes croissent-elles normalement sans s’étioler et les feuilles entou- 
rent parfois le tube sans aucun inconvénient. 

On a cultivé des témoins a la seule lumiére du jour dans des condi- 
tions identiques de température et d’humidité, Les semis ont été effec- 
tués le 12 janvier et dés le 19 janvier les différences entre les plantes 
essayées et Ices témoins étaient considérables. Elles se sont encore accen- 
tuées aprés un premier repiquage le 19 janvier et peuvent s’exprimer 
le 19 février par les observations suivantes : 


HAUTEUR MOYENNE 
en centimétres 
a enn eee 


Plantes essayées Plantes témoins 
Carottas(-5 “nite 2 tee en ee See 16 6 
Tonrates® 2 baege cs ees  eee eee =) es 16 3 
PaDGC SaaS Ger ee oe, ae 5 a6 4 
Poromerde levers eta): cine 6 0 


Les plantes essayées sont vigoureuses, sans difformité de taille, tout 
4 fait semblables a celles que l’on obtient dans des conditions normales 
de croissance en mai (fig. 1 et 2). 

Ainsi pouvons-nous envisager pendant toute l’année et A trés peu de 
frais, indépendamment de la saison, la production de plantes indispen- 
sables aux expériences en cours au laboratoire (culture de tissus végé- 
taux, obtention de protéines virus, travaux de sélection). 

Ces lampes fluorescentes sont déja trés répandues dans les labora- 
loires étrangers, en Amérique, en U.R.S.S. Dans le domaine de la bio- 
logie végétale elles servent 4 des recherches sur la meilleure composi- 
tion spectrale de la lumiére et sur la durée optima de 1’éclairement, 
mais il est évident qu’elles se prétent a des applications bien plus 
variées. 


(1) J. Macrou, P. Manicautt et F. Marit. C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 521. 
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Par exemple, on a décrit récemment un montage dont l’auteur (2) 
préconise l’emploi de tubes fluorescents pour permettre 1l’examen 
_stéréoscopique de films radiographiques. Les lampes sont a proximité 
immédiate des films et donnent un éclairement intense, bien diffusé, 
sans échauffement préjudiciable a la pellicule (toutes conditions qui ne 
Sauraient étre remplies simultanément par des lampes 4 incandescence). 

Le grand électro-aimant de Bellevue est éclairé par des tubes « lumiére 
du jour » qui gardent aux objets leur couleur naturelle sous Ja lumiére 
artificielle. 

Les établissements Claude Paz et Silva ont créé un «blanc tech- 
nique », lumiére trés voisine de celle émise directement par le ciel du 
nord couvert de nuages blancs. L’emploi de telles lampes convient 
particuliérement a l’examen des teintes au laboratoire et dans 
Vindustrie. 


ETUDE CHROMATOGRAPHIQUE 
DU PIGMENT DE CL. CORALLINUM 


par M. MACIIEBOEUF, A.-R. PREVOT, M. RAYNAUD et G.-N. COHEN. 


Dans diverses communications antérieures, deux d’entre nous ont 
décrit un germe anaérobie chromogéne nouveau : Cl. corallinum (1). 
L’étude chimique du pigment de cette nouvelle espéce bactérienne 
a été rendue possible par la culture en assez grande quantité de ce 
germe en milieu liquide. Lés cultures en bouillon V.F. glucosé Agées 
de sept a neuf jours, sont centrifugées. Le culot de germes esl 
traité par dix fois son poids environ d’alcool méthylique absolu 
4 froid. L’extraction est renouvelée une seconde fois. Les corps 
microbiens cédent dans ces conditions toute la substance colorée 4 
‘Valcool méthylique. La solution méthylique ainsi obtenue est évaporéc 
& sec sous pression réduite 4 température inférieure & 50° C. Le résidu 
d’aspect huileux est épuisé par l’éther a froid. On obtient ainsi unc 
solution éthérée rouge et il reste un dépdt d’apparence graisseuse, de 
couleur jaune. La solution éthérée rouge est chromatographiée sur 
silicate d’alumine anhydre. On observe sur la colonne la série suivante 
de zones différemment colorées : 

En haut, une zone rouge rose. 

Plus bas, une zone marron orangé. 

Enfin, une zone jaune pale. 

La zone jaune se déplace lentement sous l’action de 1’éther ct les 
substances correspondantes sont recueillies aprés un certain temps, en 
bas de la colonne. La solution éthérée jaune ainsi obtenue sera purifiée 
par une chromatographie ultérieure sur alumine (solution <A). 


(2) Rocer W. Sramm, Amer. J. Reentgenology a. Radiumtherapy, 1941, 


45, TAA. : ; 
(1) A.-R. Privor et M. Raynaup, ces Annales, 1944, 170, 182 et 185. 
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Le développement du chromatogramme est poursuivi par |’éther a 
4 p. 100 de méthanol. La zone rouge passe au-dessous de la zone marron 
et se dédouble : un anneau rouge corail descend trés lentement : on le — 
désigne par le numéro II, Un anneau rouge violacé descend plus rapi- 
dement ; on le recueille en bas de la colonne : corps IJ. La colonne es! 
alors sectionnée entre l’anneau supérieur marron orangé et la zone 
rouge corail. Le corps II est élué-par le méthanol a 95 p. 100. La frac- 
tion marron orangé traitée par laicool méthylique ne laisse passer en 
solution qu’un corps rouge, en quantité d’ailleurs minime, et qui est 
éliminé. Le corps marron orangé ne peut étre élué que par l’alcool 
méthyligue additionné de 1 p. 100 d’acide chlorhydrique. La solution 
marron orangé ainsi obtenue est désignée par le numéro VI. 

La solution éthérée jaune obtenue précédemment (solution A) est 
chromatographiée sur une colonne. d’alumine. On observe une zone 
supérieure jaune qui ne se déplace pas sous l’influence de 1|’éther. Au- 
dessous, on note un anneau orangé rouge, puis un anneau vert. L’anneau 
vert descend lentement sous ]’action de l’éther seul et passe le premier 
en bas de colonne. On le recueille : corps numéro IV. L’anneau orangé 
rouge est élué sur colonne par l*éther 4 4 p. 100 de méthanol ; il passe 
seul : corps numéro V. 

La colonne est alors sectionnée et le corps jaune élué par du méthanol 
pur : Corps I. 

On obtient ainsi finalement six corps qui différent soit par leur cou- 
leur, soit par leur comportement chromatographique. Au point de vue 
quantitatif, les fractions IV, V et VI sont en trés faible quantité, et leur 
étude spectrographique n’a pu pour cctte raison étre effectuée en détail. 
Elles ne représentent que des constituants d’importance secondaire. Les 
fractions I, If et II sont, au contraire, toutes trois ei quantité impor- 
tante. Les solutions correspondantes sont évaporées 4 sec sous pression 
réduite, le résidu est repris par l’éther, et on effectue une deuxiéme 
chromatographie sur silicate d’alumine. Chaque corps se comporte 
comme dans l’expérience précédente. Cette deuxitme opération permet 
d’éliminer plus complétement Jes substances d’accompagnement. On 
obtient ainsi, en définitive, des solutions méthyliques des corps I, II ct 
IT. Les corps Hf et UI sont pratiquement insolubles dans l’eau. 

Le corps I ne change pas de teinte avec le pH. Il reste jaune. 

Le corps HU est orangé jaune en alcool méthylique acidifié par CIH el 
rouge violacé en alcool méthylique additionné de soude ou de potassc. 

Le corps HT est orangé jaune en alcool acide et rouge en milieu 
alcalin. 


Résumé. — Le pigment de Cl. corallinum, de couleur rouge violacé a 
été analysé par chromatographie. On a pu séparer au moins 6 substances 
différentes d’aprés leur couleur et leur comportement chromatogra- 
phigue. Les corps IV (vert), V (orangé rouge) et VI (marron orangé) 
mexistent gu’en trés faible quantité. Les constituants principaux sont 
les corps I (jaune), Il (rouge corail) et III (rouge violacé). 


* 
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ETUDE SPECTROGRAPHIQUE | 
DU PIGMENT DE CL. CORALLINUM 


par G.-N. COHEN et M. RAYNAUD. 


Dans une note antérieure (1), nous avons montré que les solutions 
brutes du pigment de Ci. corallinum contenaient au moins 6 corps 
différents dont les 3 principaux sont : 

Le corps I, jaune, ne changeant pas de teinte avec le pH, et les 
corps II, orangé rouge en milieu acide, rouge violacé en milieu alcalin 
et III, orangé-rouge en milieu acide et rouge en milieu alcalin. 

Nous avons recherché les spectres d’absorption de ces trois substances, 
en solution dans l’alcool méthylique, dans le domaine des radiations 
ultraviolettes et dans celui des radiations visibles. Nous avons employé 
pour lultraviolet le grand spectrographe universel pour chimiste de 
Zeiss avec prisme de Hiifner, 4 optique de quartz et A secteur tournant; 
la source de lumiére ultraviolette est une lampe 4 hydrogéne, a specire 
continu, systeéme Chalonge. Pour le visible, nous avons employé un 
appareillage identique & optique de verre et une lampe a filament 
incandescent. 


Le logarithme du coefficient d’absorption, défini par la relation 
] = 110 — eid 


a été mesuré 4 un facteur constant prés, la concentration C étant 
inconnue. 

La solution du corps I, dans les conditions ot elle a été obtenue, 
absorbe d’une maniére continue et croissante, du visible a lultra- 
violet, et ceci, que le milieu soit neutre, acide ou- alcalin. Nous 
<donnons ci-dessous un tableau récapitulant les valeurs des maxima et 
minima des corps II et III en miliewx neutre, acide et alcalin. 


If 
NEUTRE ACIDE ALCALIN 
SS ee ee ror Pe eS 
Maximum Minimum Maximum Minimum Maximum Minimum 
5.310 A 4.500 A 3.380 4.560 §.370 4.320 
: IJ 
NEUTRE ACIDE 
—T eee, Fe a wes 
41°7 max. der min. Qe max. Qe min. 4¢r max. der min.~ 2° max. Qe min. 
5.020 4.350 4.000 3.800 5 030 4.400 4.400 3.900 
ALCALIN 
a a tn cag 
Maximum Minimmm 
1.380 4,540 


(1) M. Macuesorur, A.-R. Prévor, M. Raynaup et G.-N. Conen, ces Annales, 
1946, 72, 93. 
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L'examen de ces chiffres et des courbes ci-dessous améne Jes obser- 
vations suivantles 
ad) Le corps II donne, quelle que soit la réaction du milieu, des 


COURBE D’ABSORPTION Dy corps IL 
SOLVANT : METHANOL 
sesersesee en milieu acide 
——=— en milieu neutre 
en milieu alcatin 


2 
ic) 
al 
— 
: 
aoe 
6.900 5.000 4000 A 
Fig. 
COURBE D‘ABSORPTION DU CORPS IIT 
SOLVANT: METHANOL 
eorcececeees OF) Misieu acide 
s mamma 07 Milieu neutre 
13) 
80 
~ 
7 \ ° 
5000 4000 3600A 


Fie. 2. 


valeurs sensiblement identiques pour ces maxima et ces minima. On 
note en milieu acide un grand élargissement de la bande d’absorption 
qui rend compte du passage du rouge violacé a l’orangé rouge, en méme 
temps qu’une intensité plus grande de l’absorption. 
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b) Le corps Ill a un premier maximum et un premier minimum 
dont les valeurs ne varient pas par acidification, alors que les deuxiémes 
maximum et minimum, situés dans l’ultraviolet, subissent un dépla- 


3 | ———_~ 
| COURBE D‘ABCRPTION DU corps TIL 


SOLVANT: METHANOL 
en milieu acide 

en milieu neutre 
en milieu alcalin 


6.000 Pieri eo 0OG) "a. 4.000 A 


Fic. 3. 


cement de 100 angstréms vers le visible dans les mémes conditions. 
L’alcalinisation a ici pour effet de déplacer la premiére bande d’absorp- 
tion des 350 angstréms vers les grandes longueurs d’onde et de faire 
disparaitre la seconde bande d’absorption. En milieu acide, l’intensité 
de l’absorption est augmentée pour la premiére bande et inchangée pour 
_la seconde (2). 


(2) Les valeurs des maxima et des minima ont été déterminées par enre- 
gistrement microphotométrique a Vaide de lappareil de Sannié (Bouty, 


constructeur). 
Nous adressons nos vifs remerciements & M™e Gummarr et Aa 


M. PrupHomMeE, qili ont bien voulu mettre 4 notre disposition leur appa- 
reillage et nous aider de leurs conseils. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 73, n° 1, 1947, 7 
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La communication suivante a paru en Mémoire dans les Annales de 
V’Institut Pasteur. 


Recherches sur les variations des propriétés enzymatiques 
chez les bactéries. II. Sur une mutation affectant le pouvoir 
de synthése de la méthionine dans une souche d’Aerobacter 
aerogenes, par J. Monon. 


Séance du 4 juillet 1946. 


Présidence de M. N&EGRE. 


NECROLOGIE 


M. Négre : Notre Société vient encore d’étre frappée par la mort de 
M. Philippe Lasseur et de M. L. Nattan-Larrier. 

Philippe Lasseur était professeur de Microbiologie 4 la Faculté de 
Pharmacie de Nancy. Travailleur acharné, bien que d’une constitution 
délicate, notre collégue s’était fait connaitre dans le monde savant par 
ses recherches en microbiologie générale et en sérologie. Les plus impor- 
tantes sont celles qu’il a effectuées sur les bactéries chromogénes 
B. chlororaphis et B. monnieri. Lasseur a étudié la nutrition de ces 
germes en milieux chimiques nettement définis et a obienu leurs 
pigments a 1’état pur et cristallisé. Il] a démontré l’influence de traces 
de fer sur la production de ces derniers. I] a, d’autre part, apporté une 
contribution importante 4 la question des mutations en microbiologie 
en étudiant les variations microbiennes a partir d’une culture mono- 
cellulaire. 

Lasseur avait su grouper autour de lui toute une pléiade de cher- 
cheurs qu’il animait de sa flamme et qui lui étaient trés attachés. Il 
avait constitué avec eux une association qui publiait les travaux effec- 
tués dans son service au moyen d’un recueil paraissant en fascicules. 

Notre collégue entretenait des relations trés étroites avec 1|’Institut 
Pasteur. Plusieurs d’entre nous se souviennent du trés chaud accueil 
qu’ils ont recu de lui et de ses éléves 4 la Faculté de Pharmacie de 
Nancy. Nous n’oublions pas non plus la part importante qu’il a prise a 
la constitution de notre Société. 

Nous adressons a sa femme, M™ Andrée Dupaix-Lasseur, qui a été sa 
collaboratrice, l’expression de toute notre tristesse et de notre vive 
sympathie. 

Nous avons appris aussi avec beaucoup de peine la mort de notre 
collégue L. Nattan-Larrier, professeur au Collége de France. 

Les plus anciens d’entre nous se rappellent gqu’au début de sa car- 
riére scientifique, il a été l’assistant de Laveran. 
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Le passage de Nattan-Larrier a 1’Institut Pasteur, dans le service du 
grand maitre, avait orienté ses recherches vers la pathologie exotique. 
Il a pu continuer a les poursuivre dans la chaire créée pour lui au 
Collége de France. Avec ses éléves B. Noyer et M™° Grimard-Richard, 
il y a effectué de nombreux travaux sur les leishmanioses, sur les trypa- 
nosomes du debab marocain et du hamster, et sur les immunsérums 
dans les trypanosomiases. Mais le sujet qui a le plus longuement retenu 
son attention est celui de la perméabilité placentaire, du passage a tra- 
vers le placenta des toxines, des antitoxines et de la transmission héré- 
ditaire des anticorps. Ces recherches ont été effectuées avec G. Ramon, 
Lépine, Grasset et divers autres collaborateurs. 

Nattan-Larrier a publié, en 1931 et en 1934, deux volumes d’un Traité 
de Microbiologie auxquels plusieurs membres de l'Institut Pasteur ont 
collaboré. Les relations amicales qu’il avait avec un grand nombre 
d’entre nous, nous font participer d’une fagon encore plus intime au 
chagrin de sa famille, 4 laquelle nous adressons nos condoléances émues. 


COMMUNICATIONS 


CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DE LISTERIA MONOCYTOGENES 


par M. BELIN. 


J’ai pu montrer en 1933 l’existence en France de listeriose ovine (1) 
puis tout récemment de listeriose équine (2). 

Celle-ci est intéressante, car jusqu’ici le cheval était considéré comme 
réfractaire 4 cette maladie [Pirie] (8). En 1944, Krage (4) avait pu isoler 
une Listeria chez deux poulains nouveau-nés, Or, c’est une véritable 
enzootie que j’ai étudiée, entiérement comparable a4 ce que 1|’on observe 
chez les bovins et les ovins. Le cheval n’est done nullement réfractaire a 
cette maladie. 

L’examen de ces 2 souches m’a permis de constater les faits suivants : 

Contrairement A l’opinion généralement admise, l’isolement de 
L. monocytogenes peut étre obtenu en partant des viscéres de malades 
et cela trés facilement sur gélose et en bouillon peptoné. C’est de cette 
facon que j’ai obtenu mes souches ovine et équine. Mais il m’est arrivé 
aussi,’en utilisant des viscéres prélevés dans de bonnes conditions et 
examinées rapidement, de n’obtenir aucune colonie de Listeria. J’ai noté 
seulement que dans ces cas il y avait dans les cultures divers microbes 


(1) M. Bruin et A. Lacrirroup, Bull. Acad. Vétér. de France, 1943, 16, 376. 

(2) M. Bein, Bull. Acad. Vétér. de France, 1946, Ao 76: 

(3) J.-H.-H. Pirm, Nature, 1940, 145, 360. 

(4) Krace, Berl. Munch tier Wochenschr. et Wiener tier. Monalschr., 1944, 
30, al. 
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secondaires. L’examen des centres nerveux est donc utile, mais non 
indispensable. 

L. monocytogenes cultive faiblement & +5°. Elle donne de bonnes 
cultures A la température du laboratoire, 14° 4 18°, avec de nombreuses 
formes mobiles. Pour obtenir celles-ci i] n’est donc pas nécessaire de 
cultiver 4 20° [Harvier, Lagrange et Claisse (5)]. Il arrive qu’a 37° on 
ne trouve aucun élément mobile, ce qui fut le cas pour ma souche 
équine. 

Suivant la qualité des bouillons, la culture se rassemble au fond du 
tube soit en un dépét facile 4 remettre en suspension, soit en un culot 
cohérent qui s’éléve en torsade a l’agitation et qui se dissocie plus ou 
moins facilement. 

Le sérum ajouté au bouillon donne des cultures fortement agglu- 
tinées jusque vers 1 p. 250. Au dela l’action du sérum est faible. I] faut 
tenir compte de cette agglutinabilité déja signalée par le sérum de 
cheval non infecté pour les Listeria, quand on fait un séro-diagnostic. 

Glucose, lévulose, saccharose favorisent la culture en eau peptonée. La 
elycérine agit de méme, mais plus faiblement et plus tardiveinent. 

Avec la souche ovine le lait tournesolé décoloré a pris ensuite et 
conservé une légére teinte rose. J’ai constaté une faible fermentation de 
l’arabinose. 

Par inoculation intrapéritonéale de 1 cm*® 4 1,2 cm® de cultures en 
bouillon peptoné vingt-quatre heures 4 37°, j’ai toujours obtenu Ja mort 
des cobayes en six A huit jours. J’ai pu observer chez de trés gros 
cobayes, chez lesquels la maladie évolue un peu plus lentement, un ou 
deux jours avant la mort, la contracture des muscles masticateurs. Ce 
fait n’a pas encore été signalé. Il est important car il reproduit un des 
caractéres essentiels de la maladie naturelle chez le cheval et le mouton. 
Cela va 4 l’encontre de l’opinion qui tend & faire de Listeria un microbe 
de sortie. 

Chez les gros cobayes, le foie présente des fins nodules de nécrose, a 
la limite de la visibilité, signalés par Forgeot, Truche, Staub et Lamy. 
Ils peuvent ne pas apparaitre macroscopiquement chez les jeunes 
cobayes. 

On obtient facilement la Listeria dans les milieux de cultures usuels 
en partant des viscéres et des centres nerveux de ces cobayes. Les cul- 
tures les plus abondantes sont données par le foie. 

Toutefois j’ai pu constater avec ma souche équine, chez un cobaye 
mort le vingt-troisitme jour seulement (accusant donc une assez rapide 
diminution de la virulence), des ilots de nécrose sur les reins seulement. 

Cet organe m’a donné une abondante culture ; les milieux ensemen- 
cés en partant du foie sont restés stériles. 

Ces 2 souches ovine et équine ont donné avec une grande netteté la 
réaction conjonctivale chez le cobaye [Auton] (6). 

Les inoculations sous-cutanées et intramusculaires, doses 1 cm? 
bouillon peptoné, cultures de vingt-quatre heures étuve, sont bien 


ain par le cobaye. Elles l’immunisent contre l’injection péri- 
tonéale. 


(5) P. Harvier, G.-H. Lavercne et R. Cuaisse, Paris méd., 10 mai 1943, 125. 
(6) W. Auton, Zentralbl. Bakt., 1934, 434, 89. 
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J’ai recherché l’immunité chez un cobaye femelle en gestation qui 
avait regu quelques semaines avant I goutte de culture sur le globe ocu- 
laire. Cette femelle avorta quelque temps aprés |’instillation, Je ne pus 
malheureusement pas examiner les avortons. Or l’injection péritonéale, 
qui tua le cobaye témoin en vingt-trois jours, tua celui-ci en deux jours. 
A l’examen nécropsique apparut au niveau du point de pénétration de 
Vaiguille 4 travers la tunique abdominale, une infillration hémorra- 
gique du tissu conjonctif, suivant un cercle ayant son centre en ce 
point et qui avait environ 2 cm. de diamétre. L’utérus était violem- 
ment congestionné. Cependant la culture ne me donna pour cet organe 
que de trés rares colonies de Listeria. Manifestation analogue aux phé- 
noménes de Shwartzman, de Sanarelli et d’Arthus, avec hypersensibilité 
trés marquée. La conjontive n’a pas réagi. C’est probablement 1’infec- 
tion utérine qui a dd jouer le réle d’infection préparante. 

La listériose est une maladie trés grave. Dans les deux enzooties que 
j'ai étudiées, 10 morts sur 11 moutons atteints ; 3 morts sur 3 chevaux 
atteints. Il semble, d’aprés quelques auteurs, que la médication sulfa- 
midée permette d’intervenir utilement. Le seul mouton sauvé ici l’a 
été aprés intervention d’un sulfamide. 

Le diagnostic au laboratoire doit donc étre fait trés rapidement. II 
semble que le fait d’obtenir un bacille dont les caractéres de culture sur 
gélose et en bouillon et la morphologie rappellent Hrysipelothria rhus- 
sopathice, mais qui est trés mobile cultivé 4 la température du labo- 
ratoire, permette dans des cas d’encéphalo-myélite de penser a la 
listériose et de conseiller immédiatement la médication sulfamidée. On 
complétera ensuite l’examen en recherchant notamment la réaction 
conjonctivale du cobaye. 


(Institut Bactériologique de Tours.) 


PRESENCE D’HISTAMINE DANS LA CHAIR D'UN THON 
RESPONSABLE D'UNE INTOXICATION COLLECTIVE 


‘par R. LEGROUX, D. BOVET et J. C. LEVADITI. 


A la fin d’aott 1945, nous recevons, a l'Institut Pasteur, un morceau 
de thon cru dont un malade demande 1’examen parce qu’il lui impute 
un malaise brutal qui, la veille, avait atteint 4 des 5 personnes compo- 
sant sa famille. Le jour précédent ils avaient recu de Concarneau un 
thon frais qu’ils ont mangé en partie au repas de midi. Dans la demi- 
heure qui a suivi la fin du repas, ils ont été atteints d’une crise d’urti- 
caire géante dont les placards trés prurigineux ont disparu en quelques 
heures. 

Comme le thon incriminé avait été péché au milieu de l’été, qu’il 
était parvenu A Paris par chemin de fer, 4 un moment ou les transports 
étaient ralentis, conditions favorables 4 une pullulation bactérienne, 
c’est vers l’étude bactériologique que se sont tout d’abord dirigées nos 
investigations. 

Le fragment de thon apporté a l'Institut Pasteur pesait de 4 a 
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500 g. Sa teinte était blanc rosé, son aspect huileux, il n’avait aucune 
odeur désagréable et sa chair était ferme. 

Etude bactériologique. — A l’examen microscopique des frottis de 
muscle, il n’y a pratiquement ni corps bacillaire, ni spores, ni levures, 
ni filaments mycéliens, seules de trés rares coques Gram positives sont 
visibles. 

1 cm? d’une suspension de broyage de la chair musculaire est ense- 
mencé en gélose-gélatine profonde ; aprés vingt-quatre heures a 37°, 
seules quelques colonies de germes aérobies ont apparu. Aucun déve- 
loppement n’a lieu dans la zone d’anaérobiose. 

Les germes sont donc rares et aucune pullulation bactérienne notable 
ne permet d’invoquer une altération de la chair du thon par des 
enzymes microbiens. 

Etude du pouvoir pathogéne. — Un fragment de thon gros comme 
un pois, est broyé dans 5 cm’ d’eau physiologique et 1 cm® de cette 
suspension est injecté par voie intramusculaire 4 un cobaye. Une a deux 
minutes aprés l’injection, l’animal d’abord inquiet, s’immobilise, il : 
quelques secousses musculaires des membres puis de violentes convu]. 
sions et succombe brusquement cing minutes aprés l’injection. Un 
second cobaye inoculé dans les mémes conditions avec une dose moindre 
meurt en sept minutes. A l’autopsie de ces animaux on note une con 
gestion.importante des muqueuses de l’estomac et de l’intestin gréle. 
La méme suspension aprés avoir été mise en ampoule scellée est portée 
vingt minutes dans un bain-marie 4 l’ébullition. Aprés ce chauffage 
elle est encore toxique mais tue le cobaye en vingt minutes au lieu de 
sept minutes. Enfin le liquide de suspension filtré 4 travers une bougie 
Chamberland L3 est toujours pathogéne. 

Il existait donc une substance toxique, thermostable, filtrable, dont 
il fallait préciser la nature. Ce ne pouvait étre une toxine bactérienne, 
car aucune d’elles n’agit de la sorte et ne résiste 4 ]’ébullition, ce n’était 
pas non plus un corps de la chimie minérale car aucun d’eux n’est 
capable de provoquer, chez l’homme, une intoxication aussi rapide et 
aussi passagére. Par contre, étant donné la stabilité de l’histamine et 
l’analogie des symptémes observés avec ceux du choc histaminique expé- 
rimental c’est vers sa recherche, ou vers celle d’une amine toxique ayant 
des propriétés biologiques analogues, que devait se diriger notre étude. 

Etude pharmacodynamique. — Nous avons recherché sur la suspension 
de thon l’effet inhibiteur d’un anti-histaminique de synthése étudié 
par Bovet et M!° Walthert (1) : le N.P.methoxybenzyl-N.dimethylamino- 
ethyl-amidopyridine (2786 R. P. ou Neo-antergan). Nous avons vérifié au 
préalable |’action du Neo-antergan sur 1’intoxication histaminique du 
cobaye. Un animal recoit en injection intramusculaire 1 mg. d’hista- 
mine cristallisée en solution dans 1 cm® d’eau physiologique, il meurt 
en sept minutes aprés des convulsions semblables a celles des cobayes 
intoxiqués avec Ja suspension de thon. Un second cobaye recoit en 
méme temps que l’injection de la méme dose d’histamine, mais dans 
l’autre cuisse, 3 cm® d’une solution 4 1 p. 1.000 de 2786 R.P. : il est 
complétement protégé et reste normal. 


(1) D. Bover et Mle F. Watraert, Supplément aux Ann. Pharm. francaises, 
2e année, n° 4, septembre-décembre 1944, 
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Un troisiéme cobaye recoit par voie intramusculaire 1 cm? de la sus- 
pension de thon broyé (1 g. par centimétre cube d’eau physiologique 
clarifiée sur terre d’infusoires, puis filtrée sur bougie Chamberland L3) 
Vanimal meurt en dix-sept minutes. Un quatriéme cobaye, apres avoir 
recu la méme suspension que le cobaye précédent, recoit dans l’autre 
cuisse 3 cm* de la solution 41 p. 1.000 de Néo-antergan, il reste parfai- 
tement bien portant. 

Le 2786 R. P. protége donc les cobayes aussi bien contre la substance 
toxique contenue dans le thon que contre l’action de l’histamine, Etant 
donné lidentité des symptémes ct la spécificité d’action du Néo- 
antergan, il s’agissait 14 plus que vraisemblablement d’histamine. 

Dale et Laidlaw (2), Guggenheim et Léffler (8), Feldberg et Schilf (4) 
ont montré que l’histamine détermine in vitro la contraction de l’intes- 
tin isolé de cobaye. Ungar, Parrot et Bovet (5) ont complété ces recher- 
ches en empéchant in vitro cette contraction de l’intestin a l’aide d’un | 
antihistaminique. Nous avons donc utilisé ces épreuves. 

L’intestin isolé de cobaye est plongé dans 100 cm? d’une solution de 
tyrode non glucosée ; l’adjonction a ce tyrode de 10 » d’histamine ou 
de 1/10 de cm® de la suspension de thon diluée 4 1 p. 100 détermine des 
contractions brusques et de méme intensité. 10 » de 2786 R. P. ajoutés 
dans le bain-marie 4 38° contenant l’intestin de cobaye suppriment 
totalement l’effet de l’un comme de 1’autre des deux produits, aucune 
contraction n’a lieu et cependant cet intestin n’a pas perdu sa contrac- 
tilité car lors d’un dernier essai l’acétyl-choline de synthése déclenche 
& nouveau une contraction. 

Les résultats des tests physiologiques effectués in vivo et in vitro sur 
l’organisme du cobaye concordent donc et permettent d’affirmer 1l’exis- 
tence d’histamine dans la chair du thon incriminé. De plus ces expé- 
riences permettent d’apprécier avec une certaine approximation la quan- 
tité d’histamine présente dans la chair de ce thon : elle devait contenir 
plusieurs grammes d’histamine par kilogramme : au moins 1 g. si l’on 
se référe aux expériences in vivo et 4 g. environ, d’aprés les expériences 
in vitro. 

La réaction de Lewis (6) a permis une derniére vérification. Sur la 
peau scarifiée de 3 sujets 1’étalement de 10 y d’histamine aussi bien que 
de 1/10 de centimétre cube de la suspension de thon diluée 4 1 p. 100 
déclenche la triade réactionnelle de Lewis : rougeur locale, cedéme, et 
enfin aréole érythémateuse dite réflexe. Les papules trés prurigineuses 
sont apparues cing minutes apres le dépét des liquides sur les scarifi- 
cations, elles se sont effacées en trente minutes (7). 


(2) H.-H. Dare et P.-P. Larptaw, J. Phys., 1910-1911, 4A, 318. 

(3) M. Guccennem et W. Lérrter, Bioch. Zeitchr., 1915, 72, 325 et M. Guc- 
GENHEIM, Die Biogenen Amine, S. Karcer, Bale, 1940. 

(4) W. Fevpperc et E. Scmir, Histamin, S. Springer, Berlin, 1930. 

(5) G. Uncar, J.-L. Parror et D. Bover, C. R. Soc. Biol., 1937, 124, 445. 

(6) Voir G. Roussy et M. Mosincer, Presse méd., 1933, n° 33, 665. 

(7) Pour identifier ’histamine il est possible également de s’adresser a des 
méthodes chimiques. Elles dérivent de la réaction de Pauly. Mais cette 
réaction, semblable a la diazo-réaction d’Ehrlich, ne permet pas de distin- 
guer histidine de histamine qui en dérive par décarboxylation. Récemment, 
Halpern avec Viennet (C. R. Soe. Biol., 1946, 440, 215), avec Viennet et 
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Conciusion. — De l’ensemble de ces constatations nous pouvons con- 
clure que l’histamine était certainement le corps qui avait déclenché 
cette crise d’urticaire aigué consécutive A ]’ingestion de la chair de thon. 

Comment Ja quantité d’histamine que nous avons constatée dans la 
chair du thon, quantité 1.000 fois plus grande que celle constatée dans 
les organes & l’état normal, a-t-elle pu étre produite? Plusieurs hypo- 
théses sont plausibles. 

La décarboxylation de l’histidine, normalement présente dans la chair 
de thon, pourrait étre produite par un enzyme d’origine bactérienne, 
mais il n’y avait pas de développement bactérien dans |’échantillon que 
nous avons examiné, Une histidase' d’origine viscérale aurait pu agir 
sur les muscles voisins de la paroi abdominale mais dans ce cas la chair 
entiére du thon n’edt pas été nocive. Une cytolyse aseptique, provoquée 
par une température élevée et prolongée au mois d’aott, pourrait expli- 
quer la présence d’histamine dans toutes les fractions de l’animal, mais 
la chair examinée était ferme et la quantité d’histamine décelée était 
bien supérieure 4 celle de l’histidine normalement présente chez le 
thon. 

Ne pourrait-on, enfin, invoquer un état physiologique normal de 
l’animal, a l’époque du frai par exemple, qui entrainerait la présence 
d’histamine dans tout le corps? Mais la fraieson a lieu pendant l’hiver 
pour le thon, et la rareté des accidents que nous signalons ne permet- 
trait qu’un changement physiologique exceptionnel. 


(Institut Pasteur.) 
i 


es 


Patte (C. R. Soc. Biol., 1946, 140, 212), a indiqué un procédé de dosage 
spécifique, de, l’histamine par électro-photométrie a l’aide également de la 
réaction de Pauly. Lors de nos. recherches, en aott 1946, cette méthode 
de dosage n’étant pas encore publiée, nous nous sommes adressés unique- 
ment aux tests pharmacodynamiques. A l'avenir lorsqu’une nouvelle intoxi- 
cation de ce type se produira c’est aussi bien aux recherches chimiques 
qu’aux recherches pharmaco-dynamiques qu’il faudra recourir. 


Le Gérant: G. Masson. 
en nee ESE 


Dépét légal. — 19:7. — ter Trimestre. — Numéro d’ordre 504. — Masson et Cie, édit., Paris. 
Ancne Imp. de la Cour d’Appel, 4, rue Cassette, Paris. 


